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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
 
APC  antigen predstavitvene celice 
Balb/c  linija belih imunsko sposobnih laboratorijskih miši 
B16F10 celična linija mišjega melanoma 
CD4  celični receptor, značilen za celice pomagalke 
CD8  celični receptor, značilen za celice ubijalke 
CT26  celična linija mišjega karcinoma črevesja in danke 
C57Bl/6 linija črnih imunsko sposobnih laboratorijskih miši 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
GM-CSF granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik (ang. granulocyte 
monocyte colony-stimulating factor) 
IFN-α interferon α 
IFN-β interferon β 
IFN-γ  interferon γ 
IgG  imunoglobulin G 
IHC  imunohistokemija 
IL-2  interlevkin 2 
IL-4   interlevkin 4 
IL-10  interlevkin 10 
IL-12  interlevkin 12 
IL-15  interlevkin 15 
MC38  celična linija mišjega karcinoma črevesja in danke 
MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks (ang. major histocompatibility 
complex) 
NK naravne celice ubijalke (ang. natural killer cell) 
PBS  izotonični fosfatni pufer (ang. phosphate buffered saline) 
TCR  T-celični receptor (ang. T cell receptor) 
TGF-β  transformirajoči rastni dejavnik (ang. transforming growth factor β) 
TNF-α  dejavnik tumorske nekroze α (ang. tumor necrosis factor α) 
TNF-β  dejavnik tumorske nekroze β (ang. tumor necrosis factor β) 
Treg  regulatorne T-celice 
VEGF  vaskularni endotelni rastni dejavnik (ang. vascular endothelial growth factor) 
4T1  celična linija mišjega tumorja dojke 
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1. UVOD 
Rak velja za skupino bolezni, ki pri ljudeh vzbujajo veliko strahu. Z njim smo se prav gotovo 
že vsi srečali – če nismo bili bolni sami, pa smo bolezen morali opazovati pri naših 
sorodnikih, prijateljih, sodelavcih in drugih znancih. Osnovni epidemiološki podatki nam 
pokažejo, da glede na obdobje med 2012 in 2016 letno za rakom zboli okoli 14.300 
Slovencev, konec leta 2016 pa je bilo v Sloveniji kar 107.563 takih, ki so vsaj enkrat zboleli 
za rakom (SLORA, 2019). Podobne trende je moč opaziti tudi drugod po svetu, zato je veliko 
raziskav usmerjenih v razumevanje in zdravljenje rakavih obolenj. 
 
V najosnovnejšem razumevanju je rak bolezen celice, ko se začnejo odvijati celični procesi 
ob nepravem času in/ali na nepravem mestu kot posledica genetskih in/ali epigenetskih 
sprememb (Novakovič, 2018). Predvsem je izrazito nenadzorovano deljenje celice, ki 
povzroči nastanek strukture, ki jo imenujemo tumor. Tumor je lahko benigen, kar pomeni, 
da ga tvorijo celice, podobne normalnim, ki se ne delijo povsem nenadzorovano in niso 
življenjsko nevarne. Maligni tumorji so grajeni iz izrazito heterogenih celic, ki jih odlikuje 
nebrzdana rast in sposobnost širjenja v druge organe, pogosto pa lahko preko krvnega in 
limfnega obtoka prodrejo tudi v oddaljene organe, s procesom, ki ga imenujemo zasevanje 
(SLORA, 2019). Tumor se razvija v svojem mikrookolju, ki ga sestavljajo običajne oz. 
genetsko stabilne celice. Tumorsko mikrookolje lahko deluje zaviralno na tumor ali pa 
njegov razvoj spodbuja, zaradi česar ga je potrebno vključiti v raziskave, saj vpliva na razvoj 
raka in na odziv na zdravljenje (Quail in Joyce, 2013). 
 
1.1. OPREDELITEV PROBLEMA MAGISTRSKE NALOGE 
Vpogled v tumor in njegovo mikrookolje je pomemben za naše razumevanje njegovega 
razvoja in s tem iskanja novih terapij in načinov zdravljenja. Eden od načinov opredelitve 
tumorja in njegovega mikrookolja je uporaba večbarvnega imunohistokemijskega barvanja, 
s čimer lahko sočasno v tkivu opazujemo različne celične populacije in interakcije med 
njimi. Pristopov k večbarvnemu imunohistokemijskemu barvanju je več in so odvisni od 
našega cilja raziskave, tkiva in mikroskopa, ki ga imamo na voljo, kar pomeni, da moramo 
postopek prilagoditi oziroma optimizirati. Tako lahko na primer spremljamo tumorsko krvno 
žilje, ovrednotimo, kako razvito je, in primerjamo ožiljenost med različnimi tumorskimi 
modeli (Kalra in Baker, 2017). Poleg ožiljenosti tumorja lahko spremljamo tudi imunski 
sistem, ki ima pomembno vlogo pri razvoju raka. Z uporabo večbarvne imunohistokemije 
lahko opazujemo celice imunskega sistema, kot so makrofagi, limfociti T in naravne celice 
ubijalke (ang. natural killer cell oz. NK) v tumorju in tumorskemu mikrookolju ter 
primerjamo njihovo prisotnost med različnimi tumorskimi modeli (Feng in sod., 2018). 
 
1.2. NAMEN MAGISTRSKE NALOGE 
Pripravili smo protokol za uporabo večbarvnega imunohistokemijskega barvanja v 
kombinaciji s konfokalno mikroskopijo, s katerim smo lahko okarakterizirali različne mišje 
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tumorske modele. Pripravili smo protokol, ki nam bo omogočil vizualizacijo tumorskega 
krvnega žilja sočasno z izbranimi celicami imunskega sistema, tako prirojenega kot 
pridobljenega. Prav tako smo pripravili protokol, ki nam omogoča vizualizacijo tumorskega 
krvnega žilja sočasno s celicami, ki se delijo. Tako smo pridobili informacije o rasti tumorja, 
sestavi tumorskega krvnega žilja in prisotnosti imunskih celic v tumorju in njegovem 
mikrookolju. 
 
1.3. DELOVNE HIPOTEZE 
Z uporabo večbarvnega imunohistokemijskega barvanja v kombinaciji s konfokalno 
mikroskopijo lahko natančno opredelimo sestavo tumorskega mikrookolja na različnih 
mišjih tumorskih modelih. 
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2. PREGLED OBJAV 
2.1. RAK 
Rak je bolezen celice, ki nastane zaradi poškodb dednega materiala (DNA) ali pa nepravilnih 
epigenetskih sprememb, ki vodijo v neprimerno vedenje celice. Proces nastanka raka 
imenujemo kancerogeneza in poteka v treh stopnjah: iniciacija, promocija in progresija. V 
fazi iniciacije pride do nepovratnih sprememb DNA, kjer igrajo ključno vlogo protonkogeni, 
ki z mutacijami postanejo onkogeni in katerih izražanje je povišano, ter tumor zavirajoči 
geni, katerih izražanje je utišano. Večje ali manjše izražanje genov je doseženo prek različnih 
mehanizmov, ki so lahko prisotni na vseh ravneh organizacije DNA. Sledi faza promocije, 
kar pomeni, da se spremenjena celica deli in tvori tumor. Genetska nestabilnost teh celic 
vodi v kopičenje novih mutacij in torej tvorbo genetsko heterogenega tumorja. V fazi 
progresije se izrazi maligni fenotip, ki vključuje nenadzorovane delitve celic, reproduktivno 
nesmrtnost celic, izogibanje zaviralcem rasti in apoptozi, aktivacijo invazije in metastaze ter 
indukcijo angiogeneze (Novakovič, 2018). 
 
2.2. TUMORSKO MIKROOKOLJE 
Za celice je značilno, da med seboj komunicirajo oziroma da oddajajo in sprejemajo signale. 
S tem tudi ustvarijo mikrookolje in vplivajo na homeostazo. Tumorske celice so ravno tako 
umeščene v mikrookolje, s katerim komunicirajo in katerega vpliva ne poznamo prav dobro, 
zagotovo pa ne moremo več govoriti o homeostazi. Tumorsko mikrookolje lahko vpliva 
zaviralno na tumor, vendar tumor za svoj nadaljnji razvoj potrebuje sodelovanje 
zunajceličnega matriksa, krvnega žilja in imunskih celic. Celice, ki sestavljajo tumorsko 
mikrookolje, so sicer normalne oziroma genetsko stabilne stromalne celice, katerih sestava 
je ravno tako heterogena kakor sestava samih tumorjev, in ravno tako kot se spreminja tumor 
med svojim razvojem, se spreminja tudi tumorsko mikrookolje (Quail in Joyce, 2013). Med 
pomembnejšimi celicami tumorskega mikrookolja so fibroblasti, ki so ključni pri tvorbi 
zunajceličnega matriksa, saj proizvajajo različna vlakna, kot so kolagen in retikulin ter 
proteoglikane. Ti običajno delujejo protitumorsko, poznamo pa tudi fibroblaste, povezane z 
rakom (ang. cancer associated fibroblasts), ki pomagajo pri razvoju tumorja in za katere je 
značilno, da imajo povečano stopnjo proliferacije in izločajo določene citokine, npr. 
vaskularni endotelni rastni dejavnik (vascular epidermal growth factor oz. VEGF), s čimer 
pomembno vplivajo na spremembo tkiva in spodbujajo angiogenezo (Junttila in de Sauvage, 
2013). Ravno tako je povišano izločanje zunajceličnega matriksa, kar zopet vpliva na 
fizikalne dejavnike, ki se razlikujejo med tumorskim in zdravim mikrookoljem. Za tumorsko 
mikrookolje sta značilna visok pritisk tekočine v intersticiju in hipoksija, torej pomanjkanje 
kisika, ki sta med seboj povezana. Z rastjo tumorja postane okolje hipoksično in zakisano, 
saj so celice metabolno aktivne, vendar brez ustrezne oskrbe s kisikom in brez ustreznega 
odvajanja odpadnih metabolnih produktov. Ti proangiogeni signali sprožijo tvorbo novih 
krvnih žil, vendar so te v tumorju neurejene in pogosto prepustne ter s tem prispevajo k 
dvigovanju intersticijskega pritiska (Hui in Chen, 2015). Intenzivnost rasti tumorja lahko 
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ocenimo z imunohistokemijskim barvanjem celic med delitvijo. V ta namen se uporablja 
jedrni protein Ki67, ki se izraža v vseh fazah celičnega cikla, razen v fazi mirovanja. Višje 
izražanje Ki67 je povezano z višjo proliferacijo celic v tumorju in posledično hitrejšim 
razvojem raka. Poleg svoje prognostične vrednosti predstavlja tudi pot za razvoj terapij, saj 
bi lahko z zavrtjem Ki67 znižali stopnjo proliferacije tumorskih celic in s tem omejili 
njegovo rast (Li in sod., 2015). 
 
2.3. VLOGA IMUNSKEGA SISTEMA PRI RAZVOJU RAKA 
Imunski sistem ima pri razvoju raka zapleteno vlogo, pri čemer sta v proces, imenovan 
imunsko preurejanje, vpletena tako pridobljeni kot prirojeni imunski sistem.. Prepoznamo 
lahko tri stopnje razvoja, med katerim  se tumorske celice prilagodijo in pridobijo sposobnost 
vplivanja na imunski sistem, kar omogoča razvoj tumorja. Prva stopnja je stopnja 
eliminacije, ko je imunski sistem uspešen pri odstranjevanju tumorskih celic. Slednje namreč 
izražajo antigene, ki jih imunski sistem prepozna in uspešno odstrani. Tej sledi stopnja 
ravnovesja, ko imunski sistem ne zmore več odstranjevati tumorskih celic v celoti, saj se 
tumorske celice delijo, pri čimer se pojavijo slabše imunogene tumorske celice. To se zgodi 
kot posledica naključja  ali kot odgovor na imunsko posredovano vnetje, zaradi česar jih 
imunski sistem ne prepozna več in ne odstrani ter lahko zgolj omejuje rast tumorja. Zadnja 
stopnja je stopnja tolerance, ko imunski sistem tumorja ne nadzira več, saj je šla selekcija 
tumorskih celic v prid tistim, ki so slabo imunogene, še več, imunski sistem celo spodbuja 
njegovo rast in zasevanje (Dunn in sod., 2004). 
 
Pomembno vlogo v imunskem preurejanju imajo makrofagi, ki so del prirojenega imunskega 
sistema in delujejo predvsem tako, da patogene celice fagocitirajo, pri tem pa izločajo 
kemokine in druge citokine, ki so nosilci komunikacije s celicami pridobljenega imunskega 
sistema (Novakovič, 2018). V tumorskem mikrookolju makrofagi (tudi druge mieloidne 
celice, predvsem dendritske celice) z izločanjem citokinov (Interlevkin 10 oz. IL-10) in 
transformirajočega rastnega dejavnika β (ang. transforming growth factor β oz. TGF-β) 
vplivajo na nastanek limfocitov T, ki spodbujajo razvoj tumorja, in zavrejo delovanje 
limfocitov T, ki zavirajo razvoj tumorja, ter tako pripomorejo k razvoju in širjenju tumorja 
(Lampreht Tratar U. in sod., 2017). Limfociti T, ki pomembno prispevajo k tumorskemu 
razvoju, so regulatorne T-celice (celice Treg). Te so podtip celic CD4 in vzpostavljajo 
homeostazo med imunskim odgovorom. To pomeni, da vplivajo na druge imunske celice in 
zagotovijo, da se te odzovejo na nevarnost, ter hkrati poskrbijo, da odziv ni pretiran in s tem 
škodljiv. To dosežejo z vplivanjem na delovanje celic CD4 tipa Th1, Th2 in Th17 (Singh in 
sod., 2019). 
 
Imunske celice, kot so makrofagi, ustvarijo kronično vneto mikrookolje, ki ne samo 
preprečuje uničenje tumorskih celic, temveč vpliva tudi na zasevanje in angiogenezo. 
Zmožnost zasevanja pridobi le del celic tumorja, pa vendar so ravno metastaze v drugih 
organih največkrat usodne za bolnika. Sposobnost zasevanja lahko pridobijo celice v 
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primarnem tumorju ali pa celice, ki so se ločile od primarnega tumorja in krožijo po telesu. 
Pomembno vlogo pri spodbujanju zasevanja ima zopet rastni dejavnik TGF-β, sam proces 
pa je povezan tudi z angiogenezo. Slednjo imunske celice spodbujajo s povišanim 
izražanjem vaskularnega endotelijskega rastnega dejavnika (vascular endothelial growth 
factor oz. VEGF) (Vinay in sod., 2015). Medtem ko citokina IL-10 in TGF-β vplivata na 
protumorsko vedenje imunskega sistema, ima interlevkin 12 (IL-12) obraten učinek. Poveča 
namreč citotoksičnost tako prirojenega kot pridobljenega imunskega sistema. IL-12 sproži 
izločanje citokina interferon γ (IFN-γ) iz naravnih celic ubijalk in limfocitov T, kar poveča 
izražanje poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (ang. major histocompatibility 
complex oz. MHC) tipa I in II ter posledično poveča imunogenost celic. To omogoči 
imunskim celicam, da prepoznajo rakave celice in jih uničijo. Poleg tega da privabi in 
aktivira limfocite T, naravne celice ubijalke in dendritske celice, vpliva tudi na zmanjšanje 
števila krvnih žil (Lampreht Tratar U. in sod., 2017). Kaj spodbudi s tumorji povezane 
makrofage, ni znano, opazili pa so, da se izdatneje pojavljajo v regijah, ki so hipoksične, in 
da njihova akumulacija korelira z angiogenezo (Quail in Joyce, 2013). 
 
2.3.1. Pregled imunskih celic, ki smo jih raziskovali v magistrski nalogi 
2.3.1.1. Makrofagi 
Makrofagi so mieloidne celice in so del prirojenega imunskega sistema, ki lahko delujejo 
protitumorsko ali protumorsko. Glede na to prve imenujemo M1 in druge M2. Makrofage 
M1 aktivirata granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik (ang. granulocyte 
monocyte colony-stimulating factor oz. GM-CSF) in dejavnik tumorske nekroze α (ang. 
tumor necrosis factor α oz. TNF-α). Aktivirani M1 izražajo MHC II ter izločajo IL-12 in 
druge interlevkine in citokine, s čimer spodbudijo celice CD4 Th1. Po drugi strani M2 
izločajo IL-10 in kemokine, ki aktivirajo celice Treg in celice CD4 Th2 ter zavrejo delovanje 
limfocitov T in pripomorejo k razvoju in širjenju tumorja (Lampreht Tratar in sod., 2017). 
Za vizualizacijo makrofagov uporabljamo različne antigene, med pogostejšimi pa je antigen 
F4/80. To je glikoprotein, ki je mišji homolog človeškega proteina EMR1 (ang. EGF-like 
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1) in je specifičen za makrofage 
(Austin in Gordon, 1981). 
 
2.3.1.2. Naravne celice ubijalke 
Naravne celice ubijalke (ang. natural killer cell) so ravno tako del prirojenega imunskega 
sistema, ki so pomembne v prvi stopnji imunskega preurejanja, saj lizirajo patogene celice 
brez predhodne aktivacije. Poleg tega z izločanjem citokinov IFN-γ in TNF-α spodbudijo 
imunski odgovor tako drugih imunskih celic prirojenega imunskega sistema kot imunskih 
celic pridobljenega imunskega sistema (Novakovič, 2018). Naravne celice ubijalke delujejo 
tako, da ves čas prihajajo v kontakt z drugimi celicami, pri čemer MHC I prepoznajo kot 
represivni signal, torej da je s celico vse v redu, saj celice po okužbi s patogenom ali po 
preobrazbi v rakavo celico pogosto ta kompleks izražajo v manjši meri. Če je aktivacijski 
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signal močnejši od represivnega, naravne celice ubijalke povzročijo lizo in posledično 
propad celice (Vivier in sod., 2012). Kot označevalec naravnih celic ubijalk se v 
molekularnih raziskavah pogosto uporablja protein NKp46, ki se izraža na njihovi površini 
(Bottino in sod., 2005). 
 
2.3.1.3. Celice CD4 
Celice pomagalke so del pridobljenega imunskega sistema, ki izražajo površinski protein 
CD4, zaradi česar jih pogosto imenujemo kar celice CD4. Protein CD4 je imunoglobulin, ki 
deluje kot koreceptor s T-celičnim receptorjem (ang. T cell receptor oz. TCR) in sodeluje 
pri komunikaciji z antigen predstavitvenimi celicami (APC), ki izražajo antigen MHC tipa 
II. To so na primer dendritske celice, makrofagi in limfociti B (Takeuchi in Saito, 2017). 
Celice CD4 v grobem delimo na podtip Th1 in Th2. Nezrele oziroma Th0 celice začnejo pod 
vplivom interferonov α in β (IFN-α in IFN-β) izražati receptor za IL-12. Vezava IL-12 nato 
sproži dozorevanje celic CD4 v podtip Th1, ki izloča dejavnik tumorske nekroze  (TNF-β), 
IFN-γ in IL-2 ter spodbudi nastajanje celic CD8. Vzpostavi se pozitivna povratna zanka, saj 
IFN-γ spodbudi delovanje makrofagov, ki izločajo IL-12 in s tem vplivajo nazaj na celice 
CD4 Th1. Druga pot vključuje TNF-α, IL-4 in IL-15, rezultat so celice CD4 Th2, ki izločajo 
različne interlevkine, preko katerih vodijo delovanje limfocitov B in nastajanje protiteles 
(Novakovič, 2018). Ravnotežje med celicami CD4 Th1 in CD4 Th2 vzdržujejo celice Treg, 
ki so podtip celic CD4. K razvoju raka pripomorejo prek različnih mehanizmov, kot je 
izločanje IL-10, preprečevanje makrofagom, da izločajo IL-12, in preprečevanje celicam 
CD8, da uničijo rakave celice (Alexander, 2014). 
 
2.3.1.4. Celice CD8 
Celice ubijalke ali citotoksični limfociti T izražajo površinski protein CD8, zaradi česar jih 
imenujemo tudi celice CD8. So del pridobljenega imunskega sistema in sodelujejo z APC, 
ki izražajo antigen MHC tipa I, vendar vezava v tem primeru vodi v uničenje celice s strani 
celic CD8. Aktivacija celic CD8 poteka po več poteh in je večstopenjska. Kratkotrajna 
aktivacija lahko poteče prek interakcije z APC, vendar je za dolgotrajnejšo aktivacijo 
potrebna interakcija s celicami CD4, ki poteče preko dendritskih celic. Celice CD4 preko 
dendritskih celic pošljejo celicam CD8 signal za uničenje patogenih celic. Celice CD8 se po 
prejemu signala vežejo na patogene celice in jih uničijo. Pri tem patogene celice sproščajo 
signal CD40, ki še dodatno spodbudi dozorevanje celic CD8 (Hivroz in sod., 2012). 
 
2.4. TUMORSKO KRVNO ŽILJE 
Tvorba tumorskega krvnega žilja je pomembna, saj tumor tako dobi svoj vir kisika in hranil, 
ki jih potrebuje za rast, in hkrati omogoča vstop rakastih celic v krvni obtok ter zasevanje v 
druge telesne organe. Vendar kakor lahko tumorske celice preko tumorskega krvnega žilja 
vstopijo v telesni obtok, tako lahko tudi imunsko zmožne celice vstopijo v tumor, kjer 
delujejo protitumorsko in predstavljajo terapevtski potencial. Krvno žilje nastane pod 
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nadzorom različnih proangiogenih in protiangiogenih dejavnikov. Med prve štejemo VEGF, 
TGF-α in TGF-β, epidermalni rastni dejavnik (ang. epidermal growth factor oz. EGF), med 
druge pa npr. interferone α, β in γ in tudi IL-12. Na izražanje teh dejavnikov vplivajo fizikalni 
pogoji, kot so hipoksija, ki poviša izražanje VEGF, čigar gradient vodi nastajanje krvnih žil. 
Znane so tudi same genetske spremembe ključnih onkogenov ali tumor zavirajočih genov, 
mehanski stres s strani hitro delečih se celic in imunski sistem, ki sprošča proangiogene 
dejavnike ter ustvarja kronično vneto tumorsko mikrookolje (Li in sod., 2018). 
Organiziranost tumorskega krvnega žilja ni enaka kot v zdravem tkivu, krvne žile so namreč 
neurejene in prepustne, iz njih uhaja tekočina in dviguje medcelični pritisk. Poleg tega ima 
krvno žilje, ki nastane po hiperstimulaciji z VEGF, manjšo gostoto pericitov, ki so 
ohlapnejše povezani z endotelijem krvnih žil, s čimer prispevajo tudi k zasevanju (Vinay in 
sod., 2015). Sama oskrba s kisikom, hranili in odvajanjem odpadnih produktov na račun 
slabše organiziranosti ni tako učinkovita kot v zdravem tkivu (Hui in Chen, 2015). 
 
Pri raziskavah terapij, ki ciljajo tumorsko krvno žilje, je uporabna imunohistokemija, saj 
lahko tako pod mikroskopom opazujemo, kako dobro je krvno žilje v tumorju razvito in 
kakšen je odziv na terapijo (Kalra in Baker, 2017). Kot označevalec se uporablja 
imunoglobulin CD31, znan tudi kot trombocitna-endotelijska adhezivna molekula 1 (ang. 
platelet-endothelial cell adhesion molecule 1 oz. PECAM1), ki se izraža na površini 
endotelijskih celic, monocitov, trombocitov in nekaterih limfocitov T. Protein je pomemben 
pri adheziji imunskih celic, koagulaciji, angiogenezi, aktivaciji integrinov, diapedezi, 
procesu apoptoze, pri s celičnimi stiki posredovani celični rasti ter pri ohranjanju integritete 
in prepustnosti krvnih žil. Izkazal se je za dober označevalec krvnih žil v tumorju, saj za 
razliko od drugih označevalcev v njih ohrani visoko stopnjo izražanja (Venkataramani in 
sod., 2017). 
 
2.5. SINGENI MIŠJI TUMORSKI MODELI 
Za preučevanje tumorjev in tumorskega mikrookolja pogosto uporabljamo tumorske 
modele, ki nam omogočijo kontrolirane pogoje, pod katerimi lahko preučujemo njihov 
razvoj in odziv na terapijo. Singeni mišji tumorski modeli so zelo uporabni, saj so razviti 
tako, da posamezno rakavo celično linijo razvijemo v isti liniji miši, ki jo nato uporabimo za 
indukcijo tumorja. Mišji imunski sistem teh celic ne zavrne, tako kot se to zgodi pri uporabi 
humanih celic, zato lahko uporabimo mišje linije s funkcionalnim imunskim sistemom 
(Charles River, 2020). Tumorski modeli se med seboj razlikujejo po svoji imunogenosti, 
posledično po prisotnosti imunskih celic v tumorskem tkivu. Na to vpliva več dejavnikov, 
med pomembnejšimi so gotovo ekspresija antigenov, ki jih imunski sistem lahko prepozna, 
npr. stopnja izražanja MHC tipa I in II, in onkogene signalne poti, ki preprečijo vstop 
limfocitom T v tumorsko tkivo (Spranger in sod., 2015). Ugotovili so tudi, da na boljšo 
zastopanost celic imunskega sistema v tumorskem tkivu vpliva višje mutacijsko breme 
(Rizvi in sod., 2015). Vsak model ima svoje omejitve, zato se moramo zavedati, da gre za 
rakave celice razvitih tumorjev, ki se po injiciranju v miš razvijejo v tumor hitreje kot poteka 
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pri spontanem razvoju tumorja. Prav tako se ti tumorji razvijajo subkutano na mestu, ki je 
različno od mesta razvoja izvornega tumorja. Struktura tkiva, v katerem se tumor razvija, je 
zato drugačna in lahko vpliva na razvoj tumorja (Yu in sod., 2018). 
 
2.6. ZGRADBA VRANICE 
Vranica je zgrajena iz dveh funkcionalnih območij, in sicer rdeče in bele pulpe. Rdeča pulpa 
zavzema največ volumna vranice in je sestavljena iz Billrothovih endotelijskih povezkov in 
vraničnih sinusov, ki so med seboj tesno povezani. V Billrothovih endotelijskih povezkih so 
makrofagi, ki fagocitirajo eritrocite in patogene celice iz krvi, ki se pretaka po vraničnih 
sinusih. Poleg makrofagov so prisotne še dendritske celice, plazmociti in naravne celice 
ubijalke. Naravne celice ubijalke sicer izvirajo v kostnem mozgu, vendar lahko dozorijo v 
vranici (Briercheck in sod., 2010). Bela pulpa je zgrajena iz treh različnih območij, in sicer 
periarterialnih limfatičnih ovojev, limfatičnih foliklov in germinativnih centrov. 
Periarterialni limfatični ovoj ima v svojem centru arterijo, okoli katere sta notranji ovoj 
limfocitov T in zunanji ovoj limfocitov T in B. Limfatični folikli so primarni, ki vsebujejo 
nezrele limfocite, in sekundarni, ki vsebujejo zrele limfocite. V središču sekundarnih 
foliklov se oblikuje germinativni center, v katerem limfociti dozorijo in postanejo zmožni 
produkcije protiteles. Na robu sekundarnih foliklov je marginalna cona, ki vsebuje različne 
imunske celice (Cesta, 2006). Vranično tkivo vsebuje vse imunske celice, ki smo jih želeli 
okarakterizirati na tumorskih modelih, poleg tega ima visoko stopnjo celičnih delitev na 
račun imunskih celic, ki v vranici nastajajo. Vranično tkivo je tudi dobro ožiljeno, saj v njem 
poteka filtracija krvi. Na podlagi teh lastnosti vranice smo se odločili za uporabo vranice kot 
pozitivne kontrole pri postavljanju protokola za večbarvno imunohistokemijsko barvanje. 
 
2.7. VEČBARVNA IMUNOHISTOKEMIJA 
Imunohistokemijsko barvanje je metoda, ki uporablja specifičnost vezave protiteles na 
antigene za vizualizacijo tkiv, celic ali celičnih procesov na tkivni rezini. Večbarvna 
imunohistokemija pa omogoča, da lahko na eni tkivni rezini spremljamo več izbranih 
parametrov hkrati in s tem dobimo pomembne informacije o sestavi tumorskega mikrookolja 
(Kalra in Baker, 2017). Antigeni so lahko proteini, peptidi ali polisaharidi, ki jih protitelesa 
prepoznajo in se nanje vežejo. Protitelesa so glikoproteini iz družine imunoglobulinov, ki jih 
imunski sistem uporablja za prepoznavanje antigenov na površini patogenov ali 
poškodovanih celic in s tem sproži imunski odziv. Imajo značilno Y obliko in so sestavljeni 
iz dveh težkih in dveh lahkih verig. Na koncu Y rok se nahaja paratop, ki je vezavno mesto 
za antigen in prepozna pripadajoče vezavno mesto na antigenu, imenovano epitop. Glede na 
to, koliko epitopov prepozna določeno protitelo, jih delimo na monoklonska ki prepoznajo 
en epitop, in poliklonska ki prepoznajo več epitopov, na račun česar so običajno manj 
specifična od monoklonskih (Corley, 2004). Protitelesa lahko sintetiziramo tako, da 
prepoznajo proteine, ki nas zanimajo. Tako lahko kot antigene izkoristimo proteine, ki se 
izražajo na površini točno določenih celic v točno določeni razvojni stopnji oziroma so 
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specifični za določen celični proces, in ustvarimo protitelesa, ki jih prepoznajo. Vezavo 
protitelesa na antigen zaznamo z reporterskimi molekulami, ki jih konjugiramo s protitelesi. 
Najpogosteje so to fluorokromi ali encimi, lahko pa tudi radioaktivni elementi ali koloidno 
zlato. Obstajajo enostopenjske, neposredne metode ter večstopenjske, posredne metode. Pri 
enostopenjski metodi imamo protitelo konjugirano z reportersko molekulo, ki se veže na 
antigen, to pa nato zaznamo. Pri dvostopenjski metodi uporabimo neoznačeno primarno 
protitelo, ki prepozna iskani antigen, in nato uporabimo označeno sekundarno protitelo, 
usmerjeno proti primarnemu protitelesu kot antigenu. Uporabimo lahko več stopenj, zlasti v 
primeru, ko želimo signal ojačati, kar je koristno zlasti v primeru antigenov, ki so v tkivu 
redki (Brumbaugh in sod., 2017). Najpogostejši način sinteze protiteles je z imunizacijo 
živali, v katere vnesemo antigen, ki sproži imunski odziv. Različne celice B začnejo 
proizvajati heterogena protitelesa, ki prepoznajo različne epitope na antigenu in jih sproščajo 
v krvno plazmo, ki ji rečemo tudi antiserum. Tako dobimo poliklonska protitelesa. Za 
pridobivanje monoklonskih protiteles moramo po imunizaciji celice B združiti z linijo 
rakavih celic B in ustvariti hibridom. Hibridom ohrani zmožnost produkcije protitelesa, ki 
ga ima zdrava celica B, ter nesmrtnost in sposobnost delitve rakave celice. Poiščemo 
hibridom, ki proizvaja protitelo, ki ga želimo, in ustvarimo kolonijo klonov celic B, ki 
proizvaja večje količine monoklonskih protiteles. Prednosti poliklonskih protiteles so nižja 
cena in krajši čas proizvodnje ter višja toleranca do pH-sprememb in pufrov. Pomembna je 
tudi ojačitev signala, saj prepoznajo različne epitope, kar pomeni, da se več poliklonskih 
protiteles veže na posamezen antigen in so zato primerna za antigene, ki so redkejši in s tem 
težje zaznani. Poleg tega so poliklonska protitelesa manj občutljiva na razne spremembe 
antigenov, saj razpolagajo z več epitopi. Pri uporabi moramo upoštevati omejitve, kot so 
odstopanja pri različnih serijah, saj ne moremo zagotoviti popolnoma enake pokritosti 
epitopov s poliklonskimi protitelesi, ki jih celice B proizvedejo. Paziti moramo tudi na 
navzkrižno reaktivnost, torej nespecifično vezavo na podobne epitope, ki ustvarijo šum 
ozadja ali celo napačne rezultate. Prednosti monoklonskih protiteles predstavljajo visoka 
specifičnost vezave, nesmrtnost ustvarjenih hibridomov, ki proizvajajo izbrano protitelo, kar 
tudi pomeni, da ne prihaja do velikih razlik med serijami proizvedenih monoklonskih 
protiteles, nizka navzkrižna reaktivnost in s tem manj šuma ozadja (Brumbaugh in sod., 
2017). 
 
Fluorokromi so ena najpogosteje uporabljenih reporterskih molekul in so pomembno 
molekularno orodje. Fluorokromi so običajno majhne molekule velikosti približno 200 do 
1000 Da, vendar so lahko tudi večje, kot je zeleni fluorescirajoči protein (ang. green 
fluorescent protein oz. GFP), ki meri kar 27 kDa. S pomočjo fluorokromov izkoriščamo 
pojav, imenovan fluorescenca, pri katerem s svetlobo kratke valovne dolžine elektrone 
barvila vzbujamo v višje energijsko stanje, imenovano vzbujeno stanje. Delček sekunde 
kasneje preidejo nazaj v nižje, torej nevzbujeno energijsko stanje, pri čimer oddajo energijo 
v obliki fotonov z nižjo energijo oziramo daljšo valovno dolžino od valovne dolžine 
vzbujevalne svetlobe (Wouterlood in Boekel, 2009).  
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Zaradi zmožnosti sinteze zelo različnih sekundarnih protiteles je večbarvna 
imunohistokemija zelo široko uporabna pri različnih raziskavah in klinični diagnostiki. 
Privlačna je tudi zato, ker je veliko protiteles, uporabljenih pri imunohistokemiji, uporabnih 
tudi v drugih metodah, kot npr. prenos western, in s tem omogoča širok spekter 
dopolnjujočih se raziskav (Kalra in Baker, 2017). 
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3. MATERIAL IN METODE 
Magistrsko nalogo smo izvedli na Oddelku za eksperimentalno onkologijo Onkološkega 
inštituta Ljubljana. Pri svojih raziskavah uporabljajo miši v skladu z direktivami EU in 
Republike Slovenije. Na oddelku imajo za svoje delo dovoljenje, ki ga je izdala Veterinarska 
uprava Ministrstva za kmetijstvo in okolje Republike Slovenije (dovoljenje št. U34401-
1/2015/38). 
Moje delo je potekalo na tumorskih rezinah štirih različnih tumorskih modelov, in sicer 
mišjem melanomu B16F10, mišjem karcinomu debelega črevesja in danke CT26, mišjem 
karcinomu debelega črevesja in danke MC38 ter mišjem tumorju dojke 4T1. Tumorje so 
razvili v singenih mišjih linijah z injiciranjem suspenzije tumorskih celic. Mišji melanom 
B16F10 so inducirali v mišji liniji C57BL/6, mišji karcinom debelega črevesja in danke 
CT26 v liniji Balb/c, mišji karcinom debelega črevesja in danke MC38 v liniji C57BL/6 in 
mišji karcinom dojke 4T1 v liniji Balb/c. Miši so humano usmrtili, ko so tumorji dosegli 
volumen ≥ 40 mm3. Tumorje in vranice so nato vklopili v parafin oziroma zamrznili. 
Postopek vklapljanja tkiva v parafin je opisan v poglavju 3.2, postopek zamrznitve tkiva pa 




Pri imunohistokemijskem barvanju tkivnih rezin moramo tkivne rezine pripraviti za nanos 
primarnih in sekundarnih protiteles z raztopinami, ki omogočijo vezavo protiteles, s tem da 
permeabilizirajo celice, zmanjšajo šum ozadja ter ohranijo integriteto celic in tkiva 
(Preglednice 1–3). 
 
Osnovna raztopina je PBS (Phosphate-buffered saline), to je pufer, ki pomaga ohranjati 
konstanten pH in je izotoničen, s čimer ohranja integriteto tkivne rezine (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
 
Detergent permeabilizira celice in omogoči vstop protiteles v celice. Uporabili smo nežnejši 
detergent Tween 20 (Preglednica 1) in močnejši detergent Triton x100 (Preglednica 2). 
 
Uporabljena sekundarna protitelesa so bila pridobljena z imunizacijo osla, zato smo za 
preprečevanje nespecifične vezave uporabili normalni oz. neimunizirani oslovski serum 
(Preglednica 1 in Preglednica 2). Dodali smo tudi glicin za zmanjšanje nespecifičnega 
signala z vezavo prostih aldehidnih skupin, ki povzročajo avtofluorescenco (Preglednica 1 
in Preglednica 2). 
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Preglednica 1: Raztopine za imunohistokemijsko barvanje z detergentom Tween 20  




(5% oslovski serum z 
0,5% Tweenom 20) 
1x PBS 10 mL / 
Normalni oslovski 
serum 
0,5 mL Sigma 
Tween 20 0,05 mL  
Glicin 225,2 mg Sigma  
Inkubacija primarnih 
protiteles (2% oslovski 
serum z 0,25% Tweenom 
20) 
1x PBS 10 mL / 
Normalni oslovski 
serum 
0,2 mL Sigma 
Tween 20 0,025 mL  
Glicin 225,2 mg Sigma 
Inkubacija sekundarnih 
protiteles (2% oslovski 
serum brez Tweena 20) 
1x PBS 10 mL / 
Normalni oslovski 
serum 
0,5 mL Sigma 
Glicin  225,2 mg Sigma 
 
Preglednica 2: Raztopine za imunohistokemijsko barvanje z detergentom Triton x100 




(5% oslovski serum z 
0,5% Tritonom x100 ) 
1x PBS 10 mL / 
Normalni oslovski 
serum 
0,5 mL Sigma 
Triton x100 0,05 mL Thermo fisher scientific 
Glicin 225,2 mg Sigma  
Inkubacija primarnih 
protiteles (2% 
oslovski serum z 
0,25% Tritonom 
x100) 
1x PBS 10 mL / 
Normalni oslovski 
serum 
0,2 mL Sigma 
Triton x100 0,025 mL Thermo fisher scientific 
Glicin 225,2 mg Sigma 
Inkubacija 
sekundarnih protiteles 
(2% oslovski serum 
brez Tritona x100) 
1x PBS 10 mL / 
Normalni oslovski 
serum 
0,5 mL Sigma 
Glicin  225,2 mg Sigma 
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Preglednica 3: Ostale uporabljene raztopine in kemikalije 
Raztopina Sestavina Količina  Proizvajalec 
10 mg/mL Hoechst Hoechst 33342 2 µL Thermo Fisher Scientific 
Destilirana voda 10 mL  




5 µL Biotium 
70% etanol 95 µL / 
ProLong™ Diamond 
Antifade Mountant 
/ / Thermo Fisher Scientific 
Ksilen  / / Carlo Erba Reagents 
Zinc Fixative / / BD Pharmingen 
OCT Mounting media / / VWR 
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3.1.2. Protitelesa 
Primarna protitelesa (Preglednica 4) smo izbrali glede na antigene, ki smo jih želeli označiti. 
To smo storili s pomočjo predhodnih raziskav in spletne strani BenshSci 
(https://www.benchsci.com/). V Preglednici 5 so navedene koncentracije protiteles, ki smo 
jih uporabili. Koncentracije smo določili eksperimentalno v skladu z navodili proizvajalca 
ter glede na že optimizirane redčitve protiteles, ki jih uporabljajo na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta v Ljubljani. 
 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih primarnih protiteles 
Primarno protitelo Proizvajalec Kataloška 
številka 
Kozje proti CD31 R&D systems AF3628 
Kunčje proti CD31 Abcam Ab28364 
Kunčje proti Ki67 Thermo Fisher Scientific RM9106S1 
Ovčje proti Ki67 R&D systems AF7649 
Podganje proti CD4 Thermo Fisher Scientific 14-0041-82 
Kunčje proti CD4 Abcam Ab183685 
Podganje proti CD8 Thermo Fisher Scientific 14-0081-82 
Kunčje proti CD8 Abcam Ab209775 
Podganje proti F4/80 Thermo Fisher Scientific 14-4801-82 
Kozje proti NKp46 Thermo Fisher Scientific PA5-46986 
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Preglednica 5: Redčitve, uporabljene v postopku optimizacije koncentracije protiteles 
Primarno protitelo Preizkušene redčitve 
(1 : redčitev) 
Optimizirane 
redčitve 
Kozje proti CD31   200  1 : 200 
Kunčje proti CD31   200  1 : 200 
Kunčje proti Ki67 50 100 200  1 : 100 
Ovčje proti Ki67   200 500 1 : 200 
Podganje proti CD4 50 100 200 500 1 : 200 
Kunčje proti CD4   200  1 : 200 
Podganje proti CD8 50 100 200 500 1 : 200 
Kunčje proti CD8   200  1 : 200 
Podganje proti F4/80    500 1 : 500 
Kozje proti NKp46 50 100 200 500 1 : 200 
 
Uporabili smo sekundarna protitelesa, pridobljena z imunizacijo osla (Preglednica 6). Pri 
barvanju smo pazili, da smo na isti rezini uporabili sekundarna protitelesa, označena z 
različnimi fluorokromi. 
 
Preglednica 6: Seznam sekundarnih protiteles 
Sekundarno protitelo Proizvajalec Kataloška 
številka 
Redčitev 
Oslovsko proti kozje Alexa 647 Jackson ImmunoResearch 705-605-147 1 : 400 
Oslovsko proti kozje Alexa 488 Jackson ImmunoResearch 705-545-003 1 : 400 
Oslovsko proti kunčje Cy3 Jackson ImmunoResearch 711-165-152 1 : 400 
Oslovsko proti podganje Alexa 
488 
Jackson ImmunoResearch 712-545-150 1 : 400 
Oslovsko proti ovčje Alexa 647 Jackson ImmunoResearch 713-605-147 1 : 400 
 
Za negativno kontrolo smo uporabili izotipska primarna protitelesa (Preglednica 7). Ta so 
po zgradbi močno podobna primarnim protitelesom, ki smo jih uporabili, vendar nimajo 
vezavnega mesta proti antigenu, ki ga želimo dokazati. 
 
Preglednica 7: Seznam izotipskih primarnih protiteles 
Izotipsko primarno protitelo Proizvajalec Kataloška številka 
Podganje /IgG2a, kappa Thermo Fisher Scientific 14-4321-81 
Podganje /IgG2b, kappa Thermo Fisher Scientific 50-130-24 
Ovčji IgG R&D systems 5-001-A 
Kunčji IgG Abcam ab37415 
Kozji IgG R&D systems AB-108-C 
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3.2. PRIPRAVA REZIN, VKLOPLJENIH V PARAFIN, NA IMUNOHISTOKEMIJSKO 
BARVANJE 
Priprava rezin, vklopljenih v parafin, je potekala najprej na Oddelku za eksperimentalno 
onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana. Vzorce so fiksirali s 24-urno inkubacijo v 
cinkovem fiksativu. Vzorce so nato predali Oddelku za patologijo Onkološkega inštituta 
Ljubljana, kjer so jih vklopili v parafin z napravo za avtomatizirano obdelavo tkiva Leica 
ASP300. Postopek je opisan v Preglednici 8. Rezine so narezali na debelino 5 µm in jih 
namestili po dve ali tri na eno objektno stekelce. 
 
Preglednica 8: Postopek vklapljanja tkiva v parafin z napravo Leica ASP300 
Korak Reagent Koncentracija Čas (h:min) Temperatura (°C) 
1 Formalin 10% 1:00 37 
2 Formalin 10% 1:30 37 
3 Etanol 70% 0:45 37 
4 Etanol 96% 0:45 37 
5 Etanol 96% 1:00 37 
6 Etanol 100% 1:00 37 
7 Etanol 100% 1:00 37 
8 Etanol 100% 1:00 37 
9 Ksilen  1:30 37 
10 Ksilen  1:30 37 
11 Parafin  0:45 60 
12 Parafin  1:00 60 
13 Parafin  1:00 60 
14 Parafin  1:00 60 
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3.3. PROTOKOL DEPARAFINIZACIJE 
Deparafinizacija vključuje odstranitev parafina s pomočjo ksilena in rehidracijo tkiva v 
padajoči alkoholni vrsti. Pri deparafinizaciji smo preizkusili dva protokola. Protokol, opisan 
v Preglednici 9, se ni izkazal za učinkovitega, zato smo preizkusili še protokol, opisan v 
Preglednici 10. Za uspešno odstranitev parafina mora biti ksilen dovolj svež, zato smo ga 
menjavali na 30 objektnih stekelc. 
 
Preglednica 9: Postopek deparafinizacije 1 
Raztopina Čas (min) 
Ksilen 15 
100% etanol 10 
96% etanol 10 
70% etanol 10 
1x PBS 5 
 
Preglednica 10: Postopek deparafinizacije 2 
Raztopina Čas (min) 
Ksilen 1 5 
Ksilen 2 5 
100% etanol 1 5 
100% etanol 2 5 
96% etanol 10 
70% etanol 10 
1x PBS 5 
 
3.4. PRIPRAVA ZAMRZNJENIH REZIN NA IMUNOHISTOKEMIJSKO BARVANJE 
Priprava zamrznjenih rezin je potekala tako, da so tkivo 24 ur fiksirali v 4% formaldehidu 
pri 4 °C, nato so tkivo inkubirali 24 ur v 30% saharozi pri 4 °C. Sledilo je vklapljanje tkiva 
v medij za rezanje pri optimalni temperaturi (ang. Optimal cutting temperature compound). 
Tako vklopljene vzorce so zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri temperaturi –20 °C. 
Zamrznjeno tkivo smo nato narezali s kriostatom Leica CM1850 in pripravili na objektna 
stekelca (Superfrost® Plus, Thermo Scientific). Na eno objektno stekelce smo namestili po 
dve tkivni rezini. Tkivne rezine smo pred uporabo 1 uro inkubirali pri 37 °C in nato 5 min 
spirali v 1x PBS. 
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3.5. POSTOPEK IMUNOHISTOKEMIJSKEGA BARVANJA 
Za spiranja smo uporabili temne komore, za inkubacije temne in vlažne komore. Na vsakem 
objektnem stekelcu smo imeli 2–3 tkivne rezine, ki smo jih pred nanašanjem raztopin 
obkrožili s hidrofobnim pisalom The SuperHT PAP Pen (Biotium). Pred uporabo pisala 
poskrbimo, da je stekelce suho; pri tem smo si pomagali z vpojnim robčkom. Pri tem koraku 
je potrebno paziti, da se narisane črte posušijo, hkrati pa ne smemo pustiti, da se izsušijo 
vzorci. Primarna in sekundarna protitelesa smo redčili v raztopini za inkubacijo primarnih 
oziroma sekundarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). Volumen raztopin, ki smo 
jih nanašali na rezine, je znašal 100 µl (v primeru zelo majhnih rezin smo nanašali manjši 
volumen, da smo preprečili prelivanje; v primeru zelo velikih rezin smo nanašali večji 
volumen, da smo zagotovili zadostno pokritost rezine z raztopino). 
Preizkusili smo več različnih protokolov barvanja, ki so opisani v naslednjih poglavjih. 
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3.5.1. Protokol 1: sočasni nanos različnih primarnih protiteles 
Pri uporabi zamrznjenih rezin začnemo protokol barvanja z enourno inkubacijo pri 37 °C in 
nato 5 min spiramo v raztopini 1x PBS. 
Pri uporabi parafinskih rezin začnemo protokol barvanja z deparafinizacijo. 
 
Prvi dan: 
 Objektna stekelca popivnamo z robčkom in obkrožimo tkivne rezine s 
hidrofobnim pisalom. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi v vlažni komori z raztopino za 
permeabilizacijo in preprečevanje nespecifične vezave (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
 Prekonočna inkubacija pri 4 °C s primarnimi protitelesi v raztopini za inkubacijo 
primarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 
Drugi dan: 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi s sekundarnimi protitelesi v raztopini za 
inkubacijo sekundarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 3x 5-minutno spiranje v1x PBS. 
 10-minutna inkubacija s Hoechst raztopino (Preglednica 3). 
 3x 5minutno spiranje v 1x PBS. 
 Osušimo stekelca, nanesemo reagent ProLong™ Diamond Antifade Mountant in 
pokrijemo s krovnim stekelcem. 
 Pustimo vsaj 24 ur na temnem in suhem pri sobni temperaturi, da se reagent strdi, 
nato robove krovnega stekelca premažemo s prozornim lakom za nohte. 
 
3.5.2. Protokol 2: zaporedni nanos različnih primarnih protiteles 
Pri uporabi zamrznjenih rezin začnemo protokol barvanja z enourno inkubacijo pri 37 °C in 
nato 5 min spiramo v raztopini 1x PBS. 
Pri uporabi parafinskih rezin začnemo protokol barvanja z deparafinizacijo. 
 
Prvi dan: 
 Objektna stekelca popivnamo z robčkom in obkrožimo tkivne rezine s 
hidrofobnim pisalom. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi v vlažni komori z raztopino za 
permeabilizacijo in preprečevanje nespecifične vezave (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
 Prekonočna inkubacija pri 4 °C s primarnimi protitelesi v raztopini za inkubacijo 
primarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
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Drugi dan: 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi s sekundarnimi protitelesi v raztopini za 
inkubacijo sekundarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi v vlažni komori z raztopino za 
permeabilizacijo in preprečevanje nespecifične vezave (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi v vlažni komori z raztopino za 
permeabilizacijo in preprečevanje nespecifične vezave (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
 Prekonočna inkubacija pri 4 °C s primarnimi protitelesi v raztopini za inkubacijo 
primarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
Tretji dan: 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi s sekundarnimi protitelesi v raztopini za 
inkubacijo sekundarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 3x 5-minutno spiranje v1x PBS. 
 10-minutna inkubacija s Hoechst raztopino (Preglednica 3). 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 Osušimo stekelca, nanesemo reagent ProLong™ Diamond Antifade Mountant in 
pokrijemo s krovnim stekelcem. 
 Pustimo vsaj 24 ur na temnem in suhem pri sobni temperaturi, da se reagent strdi, 
za dodatno zaščito lahko robove krovnega stekelca fiksiramo s prozornim lakom 
za nohte. 
 
3.5.3. Protokol 3: zaporedni nanos različnih primarnih protiteles in uporaba reagenta 
TrueBlack 
Pri uporabi zamrznjenih rezin začnemo protokol barvanja z enourno inkubacijo pri 37 °C in 
nato 5 min spiramo v raztopini 1x PBS. 
Pri uporabi parafinskih rezin začnemo protokol barvanja z deparafinizacijo. 
 
Prvi dan: 
 Objektna stekelca popivnamo z robčkom in obkrožimo tkivne rezine s 
hidrofobnim pisalom. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi v vlažni komori z raztopino za 
permeabilizacijo in preprečevanje nespecifične vezave (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
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 Prekonočna inkubacija pri 4 °C s primarnimi protitelesi v raztopini za inkubacijo 
primarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 
Drugi dan: 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi s sekundarnimi protitelesi v raztopini za 
inkubacijo sekundarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 3x 10-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi v vlažni komori z raztopino za 
permeabilizacijo in preprečevanje nespecifične vezave (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
 3x 10-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi v vlažni komori z raztopino za 
permeabilizacijo in preprečevanje nespecifične vezave (Preglednica 1 in 
Preglednica 2). 
 Prekonočna inkubacija pri 4 °C s primarnimi protitelesi v raztopini za inkubacijo 
primarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 
Tretji dan: 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi s sekundarnimi protitelesi v raztopini za 
inkubacijo sekundarnih protiteles (Preglednica 1 in Preglednica 2). 
 3x 10-minutno spiranje v 1x PBS. 
 30-sekundna inkubacija z reagentom TrueBlack. 
 3x 5-minutno spiranje v1x PBS. 
 10-minutna inkubacija s Hoechst raztopino (Preglednica 3). 
 3x 5-minutno spiranje v 1x PBS. 
 Osušimo stekelca, nanesemo reagent ProLong™ Diamond Antifade Mountant in 
pokrijemo s krovnim stekelcem. 
 Pustimo vsaj 24 ur na temnem in suhem pri sobni temperaturi, da se reagent strdi, 
za dodatno zaščito lahko robove krovnega stekelca fiksiramo s prozornim lakom 
za nohte. 
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3.6. MIKROSKOP 
Zajem slik je potekal s konfokalnim mikroskopom ZEISS LSM 800 in programom ZEN 2.5 
Carl Zeiss. Mikroskop premore laserje z valovnimi dolžinami 405 nm, 488 nm, 561 nm in 
640 nm. Variabilni ločevalnik žarka vodi emitirano svetlobo na dve multikanalni 
fotopomnoževalki (PMT). Z uporabo dodatnih filtrov smo zagotovili najoptimalnejšo 
valovno dolžino ekscitirane in emitirane svetlobe za uporabljene fluorokrome (Preglednica 
11).  
 
Preglednica 11: Valovne dolžine ekscitacije in emisije uporabljenih fluorokromov 
Florokrom Ekscitacija (nm) Emisija (nm) 
Hoechst 33342 405 410–545 
Alexa Fluor 488 488 410–545 
Cy3 561 570–620 
Alexa Fluor 647 640 655–700 
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4. REZULTATI 
Za čim boljšo karakterizacijo tumorskega mikrookolja smo preizkusili v parafin vklopljene 
in zamrznjene tkivne rezine z različnimi protokoli priprave in barvanja. Prikazane so 
reprezentativne slike različnih delov tkivnih rezin, na katerih smo za dokaz prisotnosti celic 
barvali jedra z reagentom Hoechst (Preglednica 3). Barvali smo krvne žile v kombinaciji s 
celicami pomagalkami oziroma celicami CD4 in celicami ubijalkami oziroma celicami CD8, 
makrofagi, naravnimi celicami ubijalkami in delečimi se celicami. Pri tem smo se opirali na 
rezine vranice, ki so služile kot pozitivna kontrola v primeru vseh protiteles, saj vsebujejo 
prav vse od omenjenih imunskih celic. Protokole smo zato najprej preizkušali na vranici in 
jih nato prenesli še na različne tumorske modele. Za negativno kontrolo smo uporabili 
izotipska protitelesa na rezinah vranice in tumorjev. 
 
4.1. IMUNOHISTOKEMIJSKO BARVANJE REZIN VRANICE 
Večbarvno imunohistokemijsko barvanje smo najprej preizkusili na tkivnih rezinah, 
vklopljenih v parafin. Te so bile fiksirane v cinkovem fiksativu, ki naj bi pripomogel k boljši 
obstojnosti antigenov, kar je še posebej pomembno pri občutljivih antigenih, kot sta antigena 
CD4 in CD8 (Feng in sod., 2016). Nato smo enake protokole preizkusili še na zamrznjenih 
rezinah. 
 
4.1.1. Postopek deparafinizacije 
Najprej smo preizkusili dva načina deparafinizacije, opisana v Preglednici 9 in 10. Postopek 
deparafinizacije 1 (Preglednica 8) se je izkazal za neučinkovitega, zato smo namesto daljše 
inkubacije v eni raztopini uvedli krajše inkubacije v dveh raztopinah in s tem preprečili 
prehitro nasičenje ksilena s parafinom. Zelo pomembno je, da uporabljamo svež ksilen, saj 
nam drugače na tkivnih rezinah ostane parafin, ki vpliva na nadaljnje korake barvanja. Tudi 
inkubacije v padajoči alkoholni vrsti smo skrajšali in uvedli po dve inkubaciji v eni 
koncentraciji, da smo zagotovili čim čistejše raztopine. S tem namenom smo tudi vse 
raztopine zamenjali po inkubaciji 30 objektnih stekelc. 
 
Na Sliki 1A vidimo primer barvanja po slabi deparafinizaciji. Protitelo, ki bi moralo obarvati 
krvne žile, se je vezalo povsod, zato je nemogoče razločiti specifično od nespecifične 
vezave. Na isti rezini smo barvali tudi makrofage s protitelesi proti F4/80, vendar je bilo 
barvanje neuspešno. Na Sliki 1B vidimo sliko preparata po deparafinizaciji 2, kjer se dobro 
vidijo krvne žile, označene s protitelesi proti CD31, medtem ko se makrofagi zopet niso 
barvali. Imunohistokemijsko barvanje je potekalo po protokolu 1 z raztopinami za 
imunohistokemijsko barvanje z detergentom Tween 20 (Preglednica 1). 
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Postopek deparafinizacije 1 Postopek deparafinizacije 2 
  
 HOECHST - jedra celic,  CD31 – krvne žile,  F4/80 - makrofagi 
Slika 1: Primerjava dveh postopkov deparafinizacije. Na Sliki A vidimo postopek deparafinizacije 1 in na Sliki B postopek 
deparafinizacije 2. Merilo ponazarja 100 µm.  
4.1.2. Permeabilizacija celic tkivnih rezin 
S permeabilizacijo celične membrane omogočimo protitelesu vstop v celico in s tem dostop 
do tarčnega mesta. Pomembno je, da celično membrano dovolj odpremo, da omogočimo 
vstop protitelesu, a hkrati ohranimo integriteto tkiva. Če protitelo nima dostopa do svojega 
tarčnega mesta, bodo rezultati lažno negativni, medtem ko s pretirano permeabilizacijo 
tvegamo lažno pozitivne rezultate ali pa odstranitev antigenov, ki so prisotni v membrani. 
Odločili smo se preizkusiti dva najpogosteje uporabljena detergenta, in sicer Tween 20, ki 
je nežnejši, in Triton x100, ki je močnejši. 
 
Uporabili smo naslednja protitelesa: ovčje proti Ki67 ter kozje proti CD31 v kombinaciji s 
podganjim proti F4/80. Imunohistokemijsko barvanje je potekalo na rezinah vranice, 
vklopljenih v parafin po protokolu 1. 
 
Pri uporabi Tweena 20 signala ovčjega protitelesa proti Ki67 ne zaznamo (Slika 2A), prav 
tako je odsoten signal podganjega protitelesa proti F4/80 (Slika 2B). Na sliki 2B opazimo 
intenzivnejši signal kozjega protitelesa proti CD31. Triton x100 je deloval dobro in se je 
izkazal za boljšo izbiro, saj opazimo prisoten signal ovčjega protitelesa proti Ki67 (Slika 2C) 
in kozjega protitelesa proti CD31 (Slika 2D). Tudi v tem primeru podganje protitelo proti 
F4/80 ni delovalo (Slika 2D). V primeru uporabe kozjega protitelesa proti CD31, ki je 
delovalo v obeh primerih, vidimo, da je delovalo bolje pri uporabi detergenta Triton x100, 
kjer je zaslediti manj šuma ozadja kot pri uporabi Tweena 20. V nadaljnjih poskusih smo se 
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  HOECHST - jedra celic, Ki67 - celične delitve HOECHST - jedra celic, CD31 - krvne žile, F4/80 - 
makrofagi 
Slika 2: Primerjava učinka uporabe detergentov Tween 20 (Sliki A in B) in Triton x100 (Sliki C in D) na rezinah vranice, 
vklopljenih v parafin. Na Sliki A smo uporabili ovčje protitelo proti Ki67, na Sliki B kozje protitelo proti CD31 v 
kombinaciji s podganjim protitelesom proti F4/80. Na Sliki C smo uporabili ovčje protitelo proti Ki67 in na Sliki D kozje 
protitelo proti CD31 v kombinaciji s podganjim protitelesom proti F4/80. Merilo ponazarja 100 µm. 
4.1.3. Primerjava sočasnega in zaporednega nanašanja protiteles 
Želeli smo videti, kako na rezultate vplivata sočasno (protokol 1) in zaporedno (protokol 2) 
nanašanje primarnih protiteles na vzorec. Postopek barvanja pri sočasnem nanašanju 
protiteles je časovno precej hitrejši, saj v tem primeru za imunohistokemijsko barvanje 
porabimo dva dneva, medtem ko protokol zaporednega nanašanja protiteles traja tri dni. 
Uporabili smo kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s podganjim protitelesom proti 
F4/80 na rezinah vranice, vklopljenih v parafin. 
 
Na Sliki 3A vidimo nespecifično barvanje eritrocitov (signal oranžne barve). Makrofagov ni 
opaziti. Na Sliki 3B nespecifičnega barvanja ozadja ni opaziti. Zelo dobro so vidni 
A B 
C D 
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makrofagi, pri tem opazimo območja vranice, ki imajo visoko gostoto makrofagov, in 
območja, kjer makrofagov ni. Sklepamo lahko, da so območja bogata z makrofagi rdeča 
pulpa, kjer poteka filtracija krvi, in območja brez makrofagov bela pulpa (Cesta, 2006). Tudi 
krvne žile so izrazitejše kot na Sliki 3A. Na podlagi teh rezultatov smo se odločili za uporabo 






  HOECHST - jedra celic,  CD31 - krvne žile,  F4/80 - makrofagi 
Slika 3: Primer sočasnega in zaporednega nanašanja kozjega proti CD31 in podganjega proti F4/80 protitelesa na rezinah 
vranice, vklopljenih v parafin. Na Sliki A vidimo primer sočasnega (protokol 1) in na Sliki B zaporednega (protokol 2) 
nanašanja protiteles. Z rumeno puščico so označeni eritrociti, z belo krvne žile in makrofagi. Merilo ponazarja 100 µm.  
4.1.4. Optimizacija koncentracij protiteles 
Uspešnost barvanja ter prisotnost fluorescence ozadja je odvisna tudi od uporabljene 
koncentracije protiteles, zato smo testirali različne koncentracije protiteles (Preglednica 5). 
Na Slikah 4–11 so prikazane slike koncentracij tistih protiteles, ki smo jih določili 
eksperimentalno. Enake redčitve so bile uporabljene na zamrznjenih in parafinskih rezinah. 
 
Preizkusili smo različne koncentracije dveh različnih protiteles Ki67. Na rezinah vranice, 
vklopljenih v parafin, smo preizkusili 200- in 500-kratni redčitvi ovčjega protitelesa proti 
Ki67 (Slika 4) in na zamrznjenih rezinah tumorja 50-, 100- in 200-kratne redčitve kunčjega 
protitelesa proti Ki67 (Slika 5). Na Sliki 4 vidimo, da je 200-kratna redčitev (Slika 4B) 
delovala enako dobro kot 100-kratna redčitev (Slika 4A), zato smo se odločili za uporabo 
200-kratne redčitve ovčjega protitelesa proti Ki67. Na Sliki 5 vidimo, da med 50- (Slika 5A) 
in 100-kratno (Slika 5B) redčitvijo ni bistvene razlike, medtem ko je 100-kratna redčitev 
(Slika 5B) delovala bolje kot 200-kratna redčitev (Slika 5C), zaradi česar smo se odločili 
uporabiti 100-kratno redčitev. Odločili smo se za uporabo 200-kratne redčitve v primeru 
ovčjega protitelesa Ki67 in 100-kratne redčitve v primeru kunčjega protitelesa proti Ki67. 
A B 
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  HOECHST - jedra celic, Ki67 - celične delitve  
Slika 4: Redčitve ovčjega protitelesa proti Ki67 na rezinah vranice, vklopljenih v parafin. Na Sliki A vidimo 200-kratno  
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  HOECHST - jedra celic, Ki67 - celične delitve  
Slika 5: Redčitve kunčjega protitelesa proti Ki67 na zamrznjenih rezinah tumorja CT26. Na Sliki A vidimo 50 –kratno na 
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Na zamrznjenih rezinah vranice smo preizkusili 50-, 100-, 200- in 500-kratno redčitev 
podganjega protitelesa proti CD4 (Slika 6). Signal protitelesa proti CD4 je šibek; pri tem 
opazimo, da so 50- (Slika 6A), 100- (Slika 6B) in 200-kratne (Slika 6C) redčitve delovale 
enako intenzivno, medtem ko je signal pri 500-kratni redčitvi slab (Slika 6C). Na podlagi 






  HOECHST - jedra celic, celice CD4  
Slika 6: Redčitve podganjega protitelesa proti CD4 na zamrznjenih rezinah vranice. Slika A predstavlja 50-kratno redčitev, 
Slika B 100-kratno, Slika C 200-kratno in Slika D 500-kratno redčitev. Z belo puščico je označena celica CD4. Merilo 
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Na zamrznjenih rezinah vranice smo preizkusili 50-, 100-, 200- in 500- kratno redčitev 
podganjega protitelesa proti CD8 (Slika 7). Signal protitelesa CD8 je šibek, pri tem nismo 







  HOECHST - jedra celic, celice CD8  
Slika 7: Redčitve podganjega protitelesa proti CD8 na zamrznjenih rezinah vranice. Slika A predstavlja 50-kratno redčitev, 
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Na zamrznjenih rezinah vranice smo preizkusili 50-, 100-, 200- in 500-kratno redčitev 
kozjega protitelesa NKp46 (Slika 8). Signal NKp46 je šibek; pri tem nismo opazili bistvene 
razlike med 50-, 100- in 200-kratnimi redčitvami, medtem ko je bil signal pri 500-kratni 






  HOECHST - jedra celic, NKp46 - naravne celice ubijalke 
Slika 8: Redčitve kozjega NKp46 protitelesa na zamrznjenih rezinah vranice. Slika A predstavlja 50-kratno redčitev, Slika 
B 100-, Slika C 200- in Slika D 500-kratno redčitev. Z belo puščico je označena naravna celica ubijalka. Merilo ponazarja 
100 µm. 
4.1.5. Izbira protiteles 
 
Primerjali smo, kako učinkovita so protitelesa različnih proizvajalcev. Preizkusili smo dve 
različni protitelesi proti Ki67, in sicer ovčje proti Ki67 proizvajalca Thermo Fisher Scientific 
in kunčje proti Ki67 proizvajalca R&D systems. Odločili smo se za uporabo slednjega, saj 
se je izkazal za bolšjega od ovčjega proti Ki67 (Slika 9). Pri ovčjem protitelesu proti Ki67 
(Slika 9A) nismo imeli konsistentnih rezultatov, medtem ko je kunčje protitelo proti Ki67 
(Slika 9B) delovalo intenzivneje in bolj konsistentno. Poleg tega smo ga lahko uporabili tudi 
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Ki67 Ovčje protitelo proti Ki67  Kunčje protitelo proti Ki67  
 
  
 HOECHST - jedra celic, Ki67 - celične delitve HOECHST - jedra celic, Ki67 - celične delitve 
Slika 9: Primerjava dveh različnih protiteles proti Ki67 na zamrznjeni rezini vranice (Slika A) in zamrznjeni rezini tumorja 
CT26 (Slika B). Na Sliki A vidimo deleče se celice, označene z ovčjim protitelesom proti Ki67, in na Sliki B deleče se 
celice, označene s kunčjim protitelesom proti Ki67. Merilo ponazarja 100 µm.  
Preizkusili smo tudi, kako se obneseta kozje protitelo proti CD31 proizvajalca Thermo 
Fisher Scientific in kunčje protitelo proti CD31 proizvajalca Abcam (Slika 10). Veliko bolje 
se je izkazalo kozje protitelo proti CD31, kjer so krvne žile lepo razvidne, zato smo se 
odločili zanj. Kunčje protitelo proti CD31 je delovalo slabše, kontrasta z ozadjem je malo. 
Uporabljali smo ga zgolj v kombinaciji s kozjim protitelesom proti NKp46, saj se pri 
slednjem uporabljajo enaka sekundarna protitelesa kot pri kozjem protitelesu proti CD31. 
  
CD31 Kozje protitelo proti CD31  Kunčje protitelo proti CD31  
 
  
 HOECHST - jedra celic, CD31 - krvne žile HOECHST - jedra celic, CD31 - krvne žile 
Slika 10: Primerjava dveh različnih protiteles proti CD31 na zamrznjenih rezinah vranice. Na Sliki A vidimo krvne žile, 
označene s kozjim protitelesom proti CD31. Na Sliki B so krvne žile označene s kunčjim protitelesom proti CD31. Merilo 
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Primerjali smo učinkovitost različnih protiteles CD4 (Slika 11). Uporabili smo podganje 
protitelo proti CD4 proizvajalca Thermo Fisher Scientific ter kunčje protitelo proti CD4 
proizvajalca Abcam. 
Na Sliki 11A vidimo šibek signal podganjega protitelesa proti CD4. Na Sliki 11B vidimo 
močnejši signal kunčjega protitelesa proti CD4. Pri tem opazimo predele vranice, ki imajo 
visoko vsebnost celic CD4, in predele vranice, kjer celice CD4 niso prisotne. Celice CD4 so 
prisotne v beli pulpi vranice (Cesta 2006). Odločili smo se za uporabo slednjih protiteles, saj 
so delovala intenzivneje in bolj konsistentno. 
 
CD4 Podganje protitelo proti CD4  Kunčje protitelo proti CD4  
 
  
  HOECHST – jedra celic,  celice CD4  HOECHST – jedra celic, celice CD4 
Slika 11: Primerjava dveh različnih protiteles CD4 na zamrznjenih rezinah vranice. Na Sliki A vidimo celice CD4, 
označene s podganjim protitelesom proti CD4. Na Sliki B vidimo celice CD4, označene s kunčjim protitelesom proti CD4. 
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Primerjali smo učinkovitost različnih protiteles CD8 (Slika 12). Uporabili smo podganje 
protitelo proti CD8 proizvajalca Thermo Fisher Scientific ter kunčje protitelo proti CD8 
proizvajalca Abcam. Na Sliki 12A vidimo šibek signal celic CD8. Na Sliki 12B vidimo 
močnejši signal celic CD8. Opazimo tudi območja, kjer je celic CD8 veliko, in območja, 
kjer celic CD8 ni. Odločili smo se za uporabo kunčjih protiteles proizvajalca Abcam, saj so 
delovala intenzivneje in bolj konsistentno. 
 
CD8 Podganje protitelo proti CD8  Kunčje protitelo proti CD8  
 
  
  HOECHST – jedra celic, celice CD8  HOECHST – jedra celic, celice CD8 
Slika 12: Primerjava dveh različnih protiteles CD8 na zamrznjenih rezinah vranice. Na Sliki A vidimo celice ubijalke, 
označene s podganjim protitelesom proti CD8. Na Sliki B vidimo celice ubijalke, označene s kunčjim protitelesom proti 
CD8. Merilo ponazarja 100 µm. 
4.1.6. Preprečevanje fluorescence ozadja 
Fluorescenca ozadja v tkivu pripomore k šumu in moti rezultate, vendar obstaja nekaj tehnik 
za njeno zmanjšanje. Ena od teh je bil dodatek glicina raztopinam za inkubacijo, ki smo ga 
uporabili tako na zamrznjenih kot na v parafin vklopljenih rezinah. Glicin veže predvsem 
proste aldehidne skupine. Preizkusili smo tudi reagent TrueBlack (Slika 13), ki zmanjša 
fluorescenco ozadja lipofuscina, torej pigmentnih granul, ki predstavljajo predvsem lipidne 
ostanke iz razgradnje v lizosomih (Whittington in Wray, 2017). 
 
Imunohistokemijsko barvanje je potekalo na rezinah vranice, vklopljenih v parafin po 
protokolu 2 in protokolu 3. Reagent TrueBlack smo uporabili v kombinaciji s kozjim 
protitelesom proti CD31 in podganjim protitelesom proti F4/80. Pri primerjavi Slik 13A in 
13B vidimo, da reagent TrueBlack ne vpliva bistveno na zmanjšanje fluorescence ozadja, 
medtem ko je bistveno zmanjšal signal protitelesa CD31. Krvne žile so ob uporabi reagenta 
TrueBlack manj kontrastne kot v njegovi odsotnosti. Na podlagi teh rezultatov se za uporabo 
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TrueBlack Brez TrueBlacka 
  
 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, F4/80 - makrofagi 
Slika 13: Uporaba reagenta TrueBlack na rezinah vranice, vklopljenih v parafin. Na Sliki A vidimo krvne žile, označene s 
kozjim protitelesom proti CD31, in makrofage, označene s podganjim protitelesom proti F4/80 v kombinacij z reagentom 
TrueBlack. Na Sliki B vidimo krvne žile, označene s kozjim protitelesom proti CD31, in makrofage, označene s podganjim 
protitelesom proti F4/80 brez reagenta TrueBlack. Merilo ponazarja 100 µm. 
 
4.2. IMUNOHISTOKEMIJSKO BARVANJE RAZLIČNIH TUMORSKIH MODELOV 
Ko smo izbrali redčitve, protitelesa in protokol barvanja, smo se lotili barvanja različnih 
tumorskih modelov. Barvali smo tkivne rezine, vklopljene v parafin mišjega karcinoma 
debelega črevesja in danke CT26 in mišjega tumorja dojke 4T1, ter zamrznjene tkivne rezine 
mišjega karcinoma debelega črevesja in danke CT26, mišjega tumorja dojke 4T1, mišjega 
melanoma B16F10 in mišjega karcinoma debelega črevesja in danke MC38.  
 
4.2.1. Imunohistokemijsko barvanje mišjega karcinoma debelega črevesja in danke 
CT26 
V parafin vklopljene rezine tumorja CT26 smo barvali v naslednjih kombinacijah: kozje 
protitelo proti CD31 v kombinaciji s podganjim protitelesom proti CD4, kozje protitelo proti 
CD31 v kombinaciji s podganjim protitelesom proti CD8, kozje protitelo proti CD31 v 
kombinaciji s podganjim protitelesom proti F4/80 in kozje protitelo proti CD31 v 
kombinaciji s kunčjim protitelesom proti Ki67 (Slika 14). Imunohistokemijsko barvanje je 
potekalo po protokolu 2. 
 
Na parafinskih rezinah tumorja (Slika 14) smo videli dober signal krvnih žil, razen v primeru 
Slike D, kjer signala ni bilo. Na slikah opazimo gosto krvno žilje in odsotnost celic 
imunskega sistema CD4 (Slika 14A) in CD8 (Slika 14B). Signal makrofagov (Slika 13C) je 
bil šibek, vendar smo opazili njihovo prisotnost v tumorju. Barvanje kombinacije kozjega 
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 Podganje protitelo proti CD4 Podganje protitelo proti CD8 
 
  
 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, 
celice CD4 
HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, 
celice CD8 
 Podganje protitelo proti F4/80 Kunčje protitelo proti Ki67 
 
  
 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, 
F4/80 - makrofagi 
HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, 
Ki67 – celične delitve 
Slika 14: V parafin vklopljene rezine tumorja CT26, barvane z izbranimi protitelesi. Slika A predstavlja kombinacijo 
kozjega proti CD31 in podganjega proti CD4, Slika B kombinacijo kozjega proti CD31 in podganjega proti CD8, Slika C 
kombinacijo kozjega proti CD31 in podganjega proti F4/80 ter Slika D kombinacijo kozjega proti CD31 in kunčjega proti 
Ki67. Merilo ponazarja 100 µm. 
Imunohistokemijsko barvanje zamrznjenih tkivnih rezin tumorja CT26 je potekalo v 
naslednjih kombinacijah: kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom 
proti CD4, kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom proti CD8,  
podganje protitelo proti F4/80, kunčje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kozjim 
protitelesom proti NKp46 in kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim 
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Na Sliki 15 lahko vidimo, da so sicer krvne žile bolje razvite v tkivu, ki tumor obdaja, vendar 
je tudi sam tumor dobro ožiljen. Tumor je dokaj enakomerno ožiljen, vendar so predeli, kjer 









 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 15: Prikaz krvnih žil in celic CD4 na zamrznjeni rezini tumorja CT26. Na Sliki A vidimo večje območje tumorja z 
okoliškim tkivom. Na Sliki B vidimo izsek območja tumorja in okoliškega tkiva. Na Sliki C vidimo malo večji približani 
del tumorja Slike B. Z belo puščico so  označene celice CD4 in s črtkano črto  rob tumorja.  Merilo Slik B in C ponazarja 
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Na Sliki 16 vidimo dobro razvite krvne žile, pri čemer opazimo večje krvne žile na robu 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 16: Prikaz krvnih žil in celic CD8 na zamrznjeni rezini tumorja CT26. Na Sliki A vidimo notranjost tumorja in na 
Sliki B rob tumorja. Z belo puščico je označena celica CD8 in s črtkano črto rob tumorja. Merilo ponazarja 100 µm.  
Bolje zastopani so makrofagi (Slika 17), ki se v večjem številu nahajajo v tkivu okoli tumorja 




 HOECHST – jedra celic, F4/80 - makrofagi  
Slika 17: Prikaz makrofagov na zamrznjenih rezinah tumorja CT26. Na Sliki A vidimo območje tumorja in okoliškega 
tkiva, na Sliki B pa notranjost tumorja. Z belo puščico je označen makrofag in s črtkano črto rob tumorja. Merilo ponazarja 
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Na Sliki 18A vidimo rob tumorja s tkivom, ki ga obdaja, in na Sliki 18B notranjost tumorja. 
Tkivo, ki tumor obdaja, ima bolje razvite krvne žile kot sam tumor. Naravne celice ubijalke 




 HOECHST – jedra celic,  NKp46 – naravne celice ubijalke, CD31- krvne žile 
Slika 18: Prikaz naravnih celic ubijalk in krvnih žil na zamrznjenih rezinah tumorja CT26. Na Sliki A vidimo robno 
območje tumorja z okoliškim tkivom. Na Sliki B vidimo notranjost tumorja. Z belo puščico je označena naravna celica 
ubijalka in s črtkano črto rob tumorja. Merilo ponazarja 100 µm. 
Na Sliki 19 vidimo celice med delitvijo, označene s protitelesom Ki67. Vidimo, da celične 
delitve niso razporejene enakomerno po tumorju, ampak so izrazitejše na mestih z večjimi 
in gosteje posejanimi krvnimi žilami. Na robnem območju tumorja (Slika 19A) vidimo več 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, Ki67 – celične delitve 
Slika 19: Prikaz delečih se celic in krvnih žil na zamrznjenih rezinah tumorja CT26. Na Sliki A vidimo robno območje 
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4.2.2. Imunohistokemijsko barvanje mišjega tumorja dojke 4T1 
V parafin vklopljene rezine tumorja 4T1 smo barvali v naslednjih kombinacijah: kozje 
protitelo proti CD31 v kombinaciji s podganjim protitelesom proti CD4, kozje protitelo proti 
CD31 v kombinaciji s podganjim protitelesom proti CD8, kozje protitelo proti CD31 v 
kombinaciji s podganjim protitelesom proti F4/80 in kozje protitelo proti CD31 v 
kombinaciji s kunčjim protitelesom proti Ki67 (Slika 20). Imunohistokemijsko barvanje je 
potekalo po protokolu 2. 
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Na parafinskih rezinah tumorja (Slika 20) vidimo krvne žile, vendar je signal šibek. Imunske 
celice CD4 (Slika 20A), CD8 (Slika 20B) in makrofagi (Slika 20C) niso prisotni. Prav tako 
ni opaziti celičnih delitev (Slika 20D). 
 
 Podganje protitelo proti CD4 Podganje protitelo proti CD8 
 
  
 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice 
CD4 
HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, 
celice CD8 
 Podganje protitelo proti F4/80 Kunčje protitelo proti Ki67 
 
  
 HOECHST CD31 F4/80 HOECHST CD31 Ki67 
Slika 20: V parafin vklopljene rezine tumorja 4T1, barvane z izbranimi protitelesi. Slika A predstavlja kombinacijo kozjega 
protitelesa proti CD31 in podganjega protitelesa proti CD4, Slika B kombinacijo kozjega protitelesa proti CD31 in 
podganjega protitelesa proti CD8, Slika C kombinacijo kozjega protitelesa proti CD31 in podganjega protitelesa proti F4/80 
ter Slika D kombinacijo kozjega protitelesa proti CD31 in kunčjega protitelesa proti Ki67. Merilo ponazarja 100 µm. 
Imunohistokemijsko barvanje zamrznjenih rezin tumorja 4T1 je potekalo v kombinacijah: 
kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom proti CD4, kozje protitelo 
proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom proti CD8, kozje protitelo proti CD31v 
kombinaciji s podganjim protitelesom proti F4/80, kunčje protitelo proti CD31 v kombinaciji 
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protitelesom proti Ki67 (Slike 21–25). Imunohistokemijsko barvanje je potekalo po 
protokolu 2. 
 
Na Sliki 21 lepo vidimo krvne žile, kjer so večje žile prisotne na robu tumorja (Slika 21A). 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 21: Prikaz krvnih žil in celic CD4 na zamrznjeni rezini tumorja 4T1. Na Sliki A vidimo rob tumorja in na Sliki B 
njegovo notranjost. Z rumeno puščico je označen artefakt. Merilo ponazarja 100 µm.  
Na Sliki 22 vidimo dobro razvito krvno žilje z večjimi krvnimi žilami na robu tumorja (Slika 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 22: Prikaz krvnih žil in celic CD8 na zamrznjeni rezini tumorja 4T1. Na Sliki A vidimo tumor s tkivom, ki ga obdaja, 
in na Sliki B njegovo notranjost. S črtkano črto je označen rob tumorja. Merilo ponazarja 100 µm. 
Na Sliki 23 vidimo krvne žile in makrofage, ki so dobro zastopani v tkivu, ki tumor obdaja 
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 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, F4/80 - makrofagi 
Slika 23: Prikaz krvnih žil in makrofagov na zamrznjeni rezini tumorja 4T1. Na Sliki A vidimo rob tumorja s tkivom, ki 
ga obdaja, in na Sliki B njegovo notranjost. Z rumeno puščico je označena nekroza, z belo makrofag in s črtkano črto rob 
tumorja. Merilo ponazarja 100 µm.  
Na Sliki 24 vidimo, da je signal krvnih žil šibek. Kljub temu lahko opazimo številčnejše in 
večje krvne žile na robu tumorja ter manj številčne in manjše krvne žile v notranjosti (Slika 






 HOECHST – jedra celic,  NKp46 – naravne celice ubijalke, CD31- krvne žile 
Slika 24: Prikaz naravnih celic ubijalk in krvnih žil na zamrznjenih rezinah tumorja 4T1. Na Sliki A vidimo robno območje 
tumorja z okoliškim tkivom. Z rumeno puščico je označena nekroza tumorja, z belo krvna žila in s črtkano črto rob tumorja.  
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Na Sliki 25 vidimo krvne žile in celice, ki se delijo. Teh je malo in so razporejene relativno 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, Ki67 – celične delitve 
Slika 25: Prikaz krvnih žil in delečih se celic na zamrznjenih rezinah tumorja 4T1. Na Sliki A vidimo rob tumorja in na 
Sliki B njegovo sredino. Z belo puščico je označena celična delitev in s črtkano črto rob tumorja. Merilo ponazarja 100 
µm. 
 
4.2.3. Imunohistokemijsko barvanje mišjega karcinoma debelega črevesja in danke 
MC38 
Imunohistokemijsko barvanje zamrznjenih tkivnih rezin tumorja MC38 je potekalo v 
kombinacijah: kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom proti CD4, 
kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom proti CD8, kozje protitelo 
proti CD31v kombinaciji s podganjim protitelesom proti F4/80, kunčje protitelo proti CD31 
v kombinaciji s kozjim protitelesom proti NKp46 in kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji 
s kunčjim protitelesom proti Ki67 (Slike 26–30). Imunohistokemijsko barvanje je potekalo 
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Na Sliki 26 vidimo celice CD4, ki so prisotne v notranjosti tumorja, medtem ko jih v tkivu 
okoli tumorja ni (Slika 26A). Lepo je vidno tudi krvno žilje, ki je dobro razvito na celotni 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 26: Prikaz krvnih žil in celic CD4 na zamrznjeni rezini tumorja MC38. Na Sliki A vidimo območje tumorskega roba 
z okoliškim tkivom. Na Sliki B vidimo notranjost tumorja. Z belo puščico je označena celica CD4 in s črtkano črto rob 
tumorja. Merilo ponazarja 100 µm. 
Na Sliki 27 vidimo celice CD8, ki so izrazito povezane z žilami. Nahajajo se zgolj v njihovi 
neposredni bližini. Na Sliki 27A vidimo, da je krvno žilje veliko bolje razvito v tkivu, ki 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 27: Prikaz krvnih žil in celic CD8 na zamrznjeni rezini tumorja MC38. Na Sliki A vidimo območje tumorskega roba 
z okoliškim tkivom. Na Sliki B vidimo notranjost tumorja. Z belo puščico je označena celica CD8 ob krvni žili in s črtkano 
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Na Sliki 28 vidimo, da so makrofagi dobro zastopani v okoliškem tkivu (Slika 28A), veliko 
pa jih je tudi v sami notranjosti tumorja. Na tumorju vidimo območja, kjer so makrofagi 
izrazito strnjeni, in območja, kjer jih je manj, območij brez makrofagov pa tako rekoč nismo 






 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, F4/80 - makrofagi 
Slika 28: Prikaz krvnih žil in makrofagov na zamrznjeni rezini tumorja MC38. Na Sliki A vidimo rob tumorja in okoliško 
tkivo. Na Sliki B vidimo notranjost tumorja. Z belo puščico je označen makrofag in s črtkano črto rob tumorja. Merilo 
ponazarja 100 µm. 
Na Sliki 29 vidimo naravne celice ubijalke, ki so neenakomerno zastopane v tumorski rezini. 






 HOECHST – jedra celic,  NKp46 – naravne celice ubijalke, CD31- krvne žile 
Slika 29: Prikaz naravnih celic ubijalk in krvnih žil, barvanih na zamrznjenih rezinah tumorja MC38. Na Sliki A vidimo 
robno območje tumorja in na Sliki B notranjost tumorja. Z belo puščico je označena naravna celica ubijalka. Merilo 


















































Delač Žagar N. Karakterizacija mišjih tumorskih modelov z večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2020 47 
 
Na Sliki 30 vidimo celične delitve, ki ne potekajo enakomerno na celotni tumorski rezini. 
Namesto tega opazimo območja, kjer je tumor podvržen intenzivnim delitvam, in območja, 
kjer so celične delitve redko posejane. Lepo so vidne krvne žile, ki so gostejše ob robu 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, Ki67 – celične delitve 
Slika 30: Prikaz krvnih žil in delečih se celic na zamrznjeni rezini tumorja MC38. Na Sliki A vidimo rob tumorja z 
okoliškim tkivom in na Sliki B notranjost tumorja. Z belo puščico je označena celična delitev in s črtkano črto rob tumorja. 
Merilo ponazarja 100 µm. 
 
4.2.4. Imunohistokemijsko barvanje mišjega melanoma B16F10 
Imunohistokemijsko barvanje zamrznjenih tkivnih rezin tumorja B16F10 je potekalo v 
kombinacijah: kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom proti CD4, 
kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji s kunčjim protitelesom proti CD8, kozje protitelo 
proti CD31v kombinaciji s podganjim protitelesom proti F4/80, kunčje protitelo proti CD31 
v kombinaciji s kozjim protitelesom proti NKp46 in kozje protitelo proti CD31 v kombinaciji 
s kunčjim protitelesom proti Ki67 (Slike 31–35). Imunohistokemijsko barvanje je potekalo 
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Na Sliki 31 vidimo, da je ožiljenost tumorja neenakomerna in na določenih predelih precej 
redka. Celic CD4 ni ne v tumorju ne v tkivu, ki ga obdaja. Krvne žile so večje in gostejše na 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 31: Prikaz krvnih žil in celic CD4 na zamrznjeni rezini tumorja B16F10. Na Sliki A vidimo rob tumorja z malo tkiva, 
ki ga obdaja. Na Sliki B vidimo notranjost tumorja. S črtkano črto je označen rob tumorja. Merilo ponazarja 100 µm. 






 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, celice CD4 
Slika 32: Prikaz krvnih žil in celic CD8 na zamrznjeni rezini tumorja B16F10. Na Sliki A vidimo rob tumorja in na Sliki 
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Na Sliki 33 vidimo, da so makrofagi prisotni na celotni rezini tumorja in okoliškega tkiva. 






 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, F4/80 - makrofagi 
Slika 33: Prikaz krvnih žil in makrofagov na zamrznjeni rezini tumorja B16F10. Na Sliki A vidimo rob tumorja s tkivom, 
ki ga obdaja, in na Sliki B njegovo notranjost. Z belo puščico je označen makrofag in s črtkano črto rob tumorja. Merilo 
ponazarja 100 µm. 
Na Sliki 34 vidimo, da naravne celice ubijalke niso prisotne. Krvne žile so slabše vidne, 






 HOECHST – jedra celic,  NKp46 – naravne celice ubijalke, CD31- krvne žile 
Slika 34: Prikaz naravnih celic ubijalk in krvnih žil na zamrznjenih rezinah tumorja B16F10. Na Sliki A vidimo robno 
območje tumorja in na Sliki B njegovo notranjost. Z belo puščico je označena krvna žila in s črtkano črto rob tumorja. 





















































Delač Žagar N. Karakterizacija mišjih tumorskih modelov z večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2020 50 
 
Na Sliki 35 vidimo, da so celične delitve izjemno intenzivne na celotni tumorski rezini. 
Opazimo tudi, da jih je več na mestih, kjer je več krvnih žil oziroma so te večje. Poleg 
številnih celičnih delitev, ki nakazujejo na hitro rast tumorja, lahko opazimo tudi več 





 HOECHST – jedra celic, CD31 – krvne žile, Ki67 – celične delitve 
Slika 35: Prikaz krvnih žil in delečih se celic na zamrznjeni rezini tumorja B16F10. Na Sliki A vidimo rob tumorja in na 
Sliki B njegovo notranjost. Z belo puščico je označena celična delitev, z rumeno nekroza tumorja in s črtkano črto rob 
tumorja. Merilo ponazarja 100 µm. 
4.3. POVZETEK REZULTATOV IMUNOHISTOKEMIJSKEGA BARVANJA 
TUMORSKIH MODELOV 
V Preglednici 12 so zbrani naši rezultati z relativno oceno stopnje infiltriranosti tumorskih 
modelov z izbranimi imunskimi celicami, stopnjo celičnih delitev v tumorju in stopnjo 
razvitosti krvnih žil v tumorju. Pri tem oznaka - pomeni odsotnost celic ali krvnih žil, oznaka 
+ pomeni, da so celice oz. krvne žile prisotne, vendar jih je malo, oznaka ++ pomeni, da jih 
veliko, in oznaka +++ pomeni, da jih je izredno veliko. Iz Preglednice 12 razberemo, da ima 
najvišjo stopnjo infiltriranosti z imunskimi celicami mišji karcinom debelega črevesja in 
danke MC38. Sledi mišji karcinom debelega črevesja in danke CT26, pri katerem opazimo 
prisotnost vseh imunskih celic, vendar v manjšem obsegu kot v primeru tumorskega modela 
MC38. Najnižjo stopnjo infiltriranosti imunskih celic opazimo pri mišjem tumorju dojke 
4T1 in mišjem melanomu B16F10, kjer so prisotni zgolj makrofagi. Opazimo, da je stopnja 
infiltracije makrofagov v različnih tumorskih modelih podobna. V Preglednici 12 vidimo 
tudi, da je stopnja celičnih delitev najvišja pri tumorskem modelu B16F10, sledi MC38, nato 
CT26, najnižjastopnja pa je pri 4T1. Gostota krvnih žil je med različnimi tumorskimi modeli 
podobna, razliko opazimo v njihovi velikosti. B16F10 vsebuje krvne žile z največjim 
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Preglednica 12:  Rezultati imunohistokemijskega barvanja tumorskih modelov glede na 
izbrane parametre 
 CD4 CD8 F4/80 NK Ki67 CD31 
CT26 + + ++ + + ++ 
4T1 - - ++ - + ++ 
MC38 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
B16F10 - - ++ - +++ +++ 
- celice oz. krvne žile niso prisotne 
+ prisotnih je nekaj celic oz. krvnih žil 
++ prisotnih je veliko celic oz. krvnih žil 
+++ prisotnih je izredno veliko celic oz. krvnih žil 
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4.4. NEGATIVNE KONTROLE 
Z negativno kontrolo smo preverjali specifičnost uporabljenih protiteles in torej njihovo 
zanesljivost. V ta namen smo uporabili izotipske kontrole. To pomeni, da smo namesto 
primarnih protiteles v postopku uporabili njihove izotipe. Izotipi so protitelesa, podobna 
primarnim, manjka pa jim prepoznavno mesto za epitop, torej niso zmožni vezave z 
antigenom. Na rezinah vranice in tumorja lahko vidimo, da je specifičnost vezave zelo 
visoka pri ovčjih, kozjih in kunčjih protitelesih IgG, medtem ko je pri podganjih IgG2a in 
IgG2b opaziti nekaj nespecifičnih vezavav Proti antigenom CD4 in CD8 smo zato namesto 
podganjih protiteles raje uporabili kunčja. 
 
Vranica  
   
  
 
 HOECHST – jedra celic, sekundarno protitelo Alexa 488, sekundarno protitelo Alexa 647, 
sekundarno protitelo Cy3 
Slika 36: Izotipske kontrole na zamrznjeni rezini vranice. Na Sliki A smo uporabili primarno IgG2a kappa protitelo in 
sekundarno oslovsko proti podganje protitelo Alexa 488. Na Sliki B IgG2b kappa protitelo in sekundarno oslovsko proti 
podganje protitelo Alexa 488. Na Sliki C primarno ovčje protitelo IgG in sekundarno oslovsko proti ovčje protitelo Alexa 
647. Na Sliki D primarno kozje IgG protitelo in sekundarno oslovsko proti kozje protitelo Alexa 647. Na Sliki E primarno 
kunčje protitelo IgG in sekundarno oslovsko proti kunčje protitelo Cy3. Merilo ponazarja 100 µm. 
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CT26 
   
  
 
 HOECHST – jedra celic, sekundarno protitelo Alexa 488, sekundarno protitelo Alexa 647, 
sekundarno protitelo Cy3 
Slika 37: Izotipske kontrole na zamrznjeni rezini vranice. Na Sliki A smo uporabili primarno protitelo IgG2a kappa in 
sekundarno oslovsko proti podganje protitelo Alexa 488. Na Sliki B protitelo IgG2b kappa in sekundarno oslovsko proti 
podganje protitelo Alexa 488. Na Sliki C primarno ovčje protitelo IgG in sekundarno oslovsko proti ovčje protitelo Alexa 
647. Na Sliki D primarno kozje protitelo IgG in sekundarno oslovsko proti kozje protitelo Alexa 647. Na Sliki E primarno 
kunčje protitelo IgG in sekundarno oslovsko proti kunčje protitelo Cy3. Merilo ponazarja 100 µm. 
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5. RAZPRAVA 
Najprej smo na parafinskih in zamrznjenih rezinah vranice postavili tri različne protokole. 
Protokol 2 se je izkazal za najprimernejšega, zato smo ga uporabili na tumorskih rezinah. 
Zaradi slabih rezultatov na parafinskih rezinah smo se odločili za uporabo zamrznjenih 
tumorskih rezin. Nato smo v skladu z delovno hipotezo uporabili konfokalni mikroskop in 
večbarvno imunohistokemijsko barvanje po protokolu 2, s čimer smo uspešno 
okarakterizirali tumorsko mikrookolje štirih različnih tumorskih modelov glede na sestavo 
krvnih žil v kombinaciji s celicami CD4, celicami CD8, makrofagi, naravnimi celicami 
ubijalkami in celicami v procesu delitve. 
 
Rezine, vklopljene v parafin, bolje ohranijo morfologijo tkiva od zamrznjenih, vendar slabše 
ohranijo občutljive antigene. Zato smo najprej preizkusili parafinske rezine, ki so bile 
fiksirane s cinkovim fiksativom, kar pripomore k boljši obstojnosti občutljivih antigenov 
(Feng in sod., 2016). Ker smo želeli preizkusiti čim krajši in učinkovitejši način 
imunohistokemijskega barvanja, se nismo poslužili metod odkrivanja epitopov, ampak smo 
pozornost po slabih uspehih na parafinskih rezinah raje usmerili v zamrznjene rezine. 
Prednost parafinskih rezin je tudi v njihovi obstojnosti, saj se tkivni vzorci, vklopljeni v 
parafin, obdržijo leta, pri tem da jih lahko skladiščimo pri sobni temperaturi. Zamrznjeno 
tkivo ima življenjsko dobo približno enega leta, hraniti pa ga moramo pri -20 °C (Novus 
biologicals, 2020). Zamrznjene rezine so tudi debelejše od parafinskih, vendar pri konfokalni 
mikroskopiji razlika v debelini med zamrznjeno in parafinsko rezino ne vpliva na rezultate 
(Wright in Wright, 2002). 
 
Pri parafinskih rezinah smo videli, kako pomemben je postopek deparafinizacije. Uporabiti 
moramo več zaporednih inkubacij v svežem ksilenu, da preprečimo njegovo nasičenje s 
parafinom. Podobno naredimo z alkoholom med rehidracijo tkiva. Nepravilno 
deparafinizirani vzorci niso uporabni pri barvanju, saj vodijo v nastanek artefaktov, ki 
močno popačijo rezultate. 
 
Pokazali smo tudi, kako pomembna je izbira detergenta. Preizkusili smo dva neionska 
detergenta, in sicer nežnejši detergent Tween 20 in močnejši detergent Triton x100. 
Detergent permeabilizira celično membrano in tako omogoči protitelesu vstop v celico in s 
tem vezavo na tarčno mesto. S tem ko podre površinsko napetost vode, pripomore k 
boljšemu prelivanju raztopine preko vzorca. Dodan raztopini za blokiranje ne pripomore 
samo k permeabilizaciji membrane, temveč tudi zmoti ionske in hidrofobne molekulske 
interakcije, s čimer prispeva k zmanjšanju nespecifične vezave antigena, odstrani šibko 
vezane molekule in prepreči agregacijo makromolekul (Jamur in Oliver, 2010). Triton x100 
je deloval veliko bolje kot Tween 20. V primeru protitelesa Ki67 Tween 20 ni uspel 
permeabilizirati membrane dovolj, da bi protitelo lahko vstopilo v celico in se vezalo na 
tarčo, pri čemer je bil Triton x100 uspešen. Protitelo CD31 je delovalo pri uporabi obeh 
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detergentov, vendar je bilo tudi v tem primeru videti lepši učinek pri uporabi detergenta 
Triton x100, kjer je bilo fluorescence ozadja manj in je bil zato signal bolj kontrasten. 
 
V živalskem tkivu je problematična predvsem avtofluorescenca, ki jo povzroča lipofuscin. 
To so rumene pigmentne granule, ki jih sestavljajo predvsem lipidni ostanki in oksidirani 
proteini, ki ostanejo po razgradnji v lizosomih. Ekscitacija teh poteka v spektru med 360 nm 
do 647 nm, emisija pa v spektru med 500 nm in 640 nm (Cho in Hwang, 2011). Ta se 
prekriva s spektri, ki jih običajno uporabljamo pri fluorescenčni mikroskopiji in ki smo jih 
uporabili tudi v naši nalogi. Zato smo se odločili preizkusiti reagent TrueBlack (protokol 3), 
ki utiša fluorescenco lipofuscina in zmanjša fluorescenco iz drugih virov (Whittington in 
Wray, 2017). Na naših vzorcih pri uporabi reagenta TrueBlack nismo zaznali bistvene 
spremembe pri fluorescenci ozadja – namesto tega smo opazili zmanjšanje fluorescence 
signala krvnih žil. Na podlagi teh rezultatov se za njegovo uporabo nismo odločili. K 
avtofluorescenci lahko pripomorejo tudi proste aldehidne skupine, ki ostanejo po fiksaciji 
tkiva s formaldehidom. V ta namen smo raztopinam dodali glicin, ki se veže na proste 
aldehidne skupine ter tako prepreči njihovo vezavo s protitelesi in pripomore k zmanjšanju 
fluorescence ozadja (Diez-Fraile in sod., 2012). 
 
Preverili smo, kako vplivata sočasno (protokol 1) in zaporedno (protokol 2) nanašanje 
protiteles na tkivno rezino. Sočasno nanašanje protiteles je časovno precej učinkovitejše, saj 
protokol traja dva dni. V tem primeru prvi dan nanesemo obe primarni protitelesi in drugi 
dan obe sekundarni protitelesi, medtem ko protokol zaporednega nanašanja protiteles traja 
tri dni. Prvi dan nanesemo prvo primarno protitelo, drugi dan dodamo sekundarno protitelo 
in ponovimo postopek nanašanja z drugim primarnim protitelesom, tretji dan pa dodamo 
drugo sekundarno protitelo. Pri rezinah, vklopljenih v parafin, smo pri sočasnem nanašanju 
protiteles dobili nekaj artefaktov na račun nespecifičnega barvanja eritrocitov. Odločili smo 
se za uporabo zaporednega nanašanja protiteles, kjer nespecifičnega barvanja eritrocitov ni 
bilo. Zaporedno nanašanje protiteles je učinkovitejše, kljub temu da je zamudnejše. 
 
Pri večbarvni imunohistokemiji moramo biti pozorni na kombinacijo protiteles, ki jih 
uporabljamo. Primarna protitelesa, ki jih nanesemo na eno rezino, morajo biti dovolj 
različna, da preprečimo navzkrižno prepoznavo sekundarnih protiteles. Uporabljali smo 
kombinacijo kunčjih in kozjih ter podganjih in kozjih protiteles, kjer ni bilo navzkrižnega 
reagiranja. Fluorokromi Alexa 647, Cy3 in Alexa 488 so dovolj različni, da je signal dobro 
prepoznaven. 
 
Rezine, vklopljene v parafin, so se barvale slabše od zamrznjenih. Kozje protitelo proti 
CD31 je delovalo dobro in konsistentno, ostala protitelesa pa so bila bolj problematična. 
Uporaba kunčjega protitelesa proti CD31 se je izkazala za zelo neučinkovito. Uporaba 
ovčjega protitelesa proti Ki67 ni vedno uspela, pri tem je bil signal pogosto precej šibkejši 
od kunčjega protitelesa proti Ki67. Nekaj težav smo imeli tudi s podganjim protitelesom 
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proti F4/80, ki je na rezinah, vklopljenih v parafin, deloval redko, medtem ko je na 
zamrznjenih rezinah deloval povsem konsistentno. Podganji protitelesi proti CD4 in proti 
CD8 sta problematični, saj je pri njunih izotipskih kontrolah opaziti kar nekaj nespecifičnega 
barvanja ozadja, ki ga je težko ločiti od signala. Pri zamrznjenih rezinah smo se zato raje 
odločili za uporabo kunčjih protiteles proti CD4 in proti CD8. 
 
Pri rezinah, vklopljenih v parafin, smo preizkusili dva tumorska modela, in sicer mišji 
karcinom debelega črevesja in danke CT26 ter mišji karcinom dojke 4T1. Uporabili smo 
naslednja protitelesa: kozje proti CD31 v kombinaciji s podganjim proti CD4, kozje proti 
CD31 v kombinaciji s podganjim proti CD8, kozje proti CD31 v kombinaciji s podganjim 
proti F4/80 in kozje proti CD31 v kombinaciji s kunčjim proti Ki67. Protitelesa smo nanašali 
zaporedno, uporabili smo torej protokol 2. Pri interpretaciji rezultatov moramo biti previdni. 
Pri izotipskih kontrolah podganjih IgG2a in IgG2b protiteles, označenih s sekundarnim 
oslovskim proti podganjim Alexa 488 protitelesom, je videti nekaj artefaktov, zaradi katerih 
lahko dobimo lažno pozitivne rezultate.  
 
Pri zamrznjenih rezinah smo uporabili tumorske modele mišji melanom B16F10, mišji 
karcinom debelega črevesja in danke CT26, mišji karcinom debelega črevesja in danke 
MC38 ter mišji karcinom dojke 4T1. Po preizkušanju protiteles in protokolov smo se odločili 
uporabiti naslednja protitelesa: kozje proti CD31 v kombinaciji s kunčjim proti CD4, kozje 
proti CD31 v kombinaciji s kunčjim proti CD8, kozje proti CD31 v kombinaciji s podganjim 
proti F4/80, kunčje proti CD31 v kombinaciji s kozjim proti NKp46 in kozje proti CD31 v 
kombinaciji s kunčjim proti Ki67. Protitelesa smo nanašali zaporedno, uporabili smo torej 
protokol 2. 
 
Tumorski model mišjega karcinoma debelega črevesja in danke CT26 vsebuje vse imunske 
celice, ki smo jih raziskovali. Celic CD4 v notranjosti tumorja ni, nekaj jih lahko opazimo 
ob robu tumorja. Celic CD8 je malo več, prisotne so tudi v notranjosti tumorja. Makrofagi 
so izdatneje prisotni v okoliškem tkivu, prisotni pa so tudi v notranjosti tumorja, kjer so 
zbrani v gručah. Naravne celice ubijalke so prisotne v notranjosti tumorja, ne pa tudi v tkivu, 
ki ga obdaja. Tumorski model CT26 izraža MHC I, kar vpliva na višjo stopnjo imunogenosti 
(Castle in sod., 2014). Pomemben dejavnik pri stopnji imunogenosti je mutacijsko breme, ki 
je za tumorski model CT26 visoko. Visoka stopnja mutacij v tumorskih celicah poveča 
verjetnost, da bodo imunske celice lahko prepoznale tumorske celice kot patogene (Zhong 
in sod., 2020). Pri celičnih delitvah opazimo, da so izrazitejše ob večjih in gosteje posejanih 
krvnih žilah. Sam tumor je dokaj enakomerno ožiljen, z regijami, kjer je ožiljenost manjša. 
Krvne žile so večje in številčnejše ob robu tumorja kot v njegovi notranjosti, ravno tako 
opazimo, da je tkivo okoli tumorja bolje ožiljeno. Naši rezultati se ujemajo s predhodnimi 
raziskavami, ki so pokazale dobro ožiljenost tumorskega modela CT26 s trendom rasti 
krvnih žil od roba tumorja v njegovo notranjost (Orlova in sod., 2019). 
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V tumorskem modelu mišjega karcinoma dojke 4T1 celic CD4 in celic CD8 nismo opazili, 
kar se ne sklada s predhodnimi raziskavami, ki so njihovo prisotnost potrdile (Pulaski in 
Ostrand‐Rosenberg, 1998). Iz tega lahko sklepamo, da je potrebno protokol večbarvnega 
imunohistokemijskega barvanja še optimizirati. Makrofagi so številčnejši v tkivu okoli 
tumorja, zaslediti pa jih je tudi v nekaterih predelih v notranjosti. Naravne celice ubijalke 
niso prisotne. Po pregledu literature smo ugotovili, da tumorski model 4T1 izraža MHC I, 
ne izraža pa MHC II, kar je podobno tumorskemu modelu CT26 (Ravindranathan in sod., 
2018). Kljub temu ima nižjo infiltriranost s strani imunskih celic kot CT26 (Mosley in sod., 
2017). Na to lahko vpliva dejstvo, da ima od vseh štirih uporabljenih tumorskih modelov 
najnižje mutacijsko breme (Zhong in sod., 2020). Celičnih delitev je izredno malo, posejane 
so dokaj enakomerno preko tumorske rezine. Tumorski model 4T1 je dobro ožiljen, krvne 
žile so razporejene neenakomerno, pri čimer so večje krvne žile pogostejše ob robu. Tkivo 
okoli tumorja je bolje ožiljeno, prisotnih je več krvnih žil, ki so tudi večje in enakomerneje 
razporejene. 
 
Tumorski model mišjega karcinoma debelega črevesja in danke MC38 vsebuje vse imunske 
celice, ki smo jih določevali. Celice CD4 so prisotne v notranjosti tumorja, medtem ko jih v 
tkivu okoli tumorja ni. Celice CD8 so v velikem številu prisotne v okoliškem tkivu in v 
manjši meri v notranjosti tumorja. Opazili smo, da je signal najmočnejši ob krvnih žilah, ki 
so vstopna točka imunskih celic v tumor. Makrofagov je več okoli tumorja, vendar so dobro 
zastopani tudi v njegovi notranjosti. Na tumorju vidimo območja, kjer so makrofagi močno 
grupirani, in območja, kjer jih je manj, območij brez makrofagov pa tako rekoč ni. Na bolj 
robnem delu tumorja opazimo tudi naravne celice ubijalke. Naši rezultati se ujemajo s 
predhodnimi raziskavami, ki so pokazale visoko stopnjo imunogenosti tumorskega modela 
MC38. Tumorski model MC38 izraža MHC I, medtem ko ne izraža MHC II (Mosley in sod., 
2017). Od vseh štirih uporabljenih tumorskih modelov ima najvišje mutacijsko breme 
(Zhong in sod., 2020). Celične delitve ne potekajo enakomerno preko celotne tumorske 
rezine. Namesto tega opazimo območja, kjer je tumor podvržen intenzivnim delitvam, in 
območja, kjer so celične delitve redko posejane. Krvne žile so dobro razvite preko cele 
tumorske rezine, vendar so večje krvne žile pogostejše ob robu tumorja. 
 
Tumorski model mišjega melanoma B16F10 ne vsebuje celic CD4 in celic CD8, enako velja 
za naravne celice ubijalke. Makrofagi so zastopani preko celotne tumorske rezine, prisotni 
so tudi v tkivu okoli tumorja. Tumorski model B16F10 je slabo imunogen in ne izraža ne 
MHC I, ne MHC II (Mosley in sod., 2017). Njegovo mutacijsko breme je višje od 
tumorskega modela 4T1 in nižje od tumorskih modelov CT26 in MC38 (Zhong in sod., 
2020). Celične delitve so izjemno intenzivne preko celotne tumorske rezine, opazimo tudi, 
da jih je več na mestih, kjer je več krvnih žil oziroma so te večje. Intenzivne celične delitve 
nakazujejo na hitro rast tumorja, ki je slabše ožiljen, krvne žile so razporejene 
neenakomerno, na določenih predelih so posejane redko. Od vseh štirih tumorskih modelov 
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ima krvne žile z največjim premerom, kar se ujema s predhodnimi raziskavami (Mei in sod., 
2016). 
 
Naši rezultati se ujemajo s predhodnimi raziskavami, saj smo pokazali zelo visoko  
infiltracijo imunskih celic v tumorskem modelu MC38, v katerem so zastopane vse  imunske 
celice, ki smo jih barvali. Temu sledi tumorski model CT26 z nekoliko nižjo zastopanostjo 
imunskih celic, medtem ko ima tumorski model B16F10 zelo nizko prisotnost imunskih 
celic. V primeru tumorskega modela 4T1 je potrebna dodatna optimizacija postopka  
večbarvnega imunohistokemijskega barvanja, saj nismo potrdili prisotnosti celic CD4 in 
CD8, kar ni v skladu s predhodnimi raziskavami. Prisotnost imunskih celic v tumorju je 
povezana z imunogenostjo tumorja, torej sposobnostjo tumorja, da z izražanjem določenih 
antigenov izzove imunski odgovor (Sow in sod., 2019; Yu in sod., 2018; Pulaski in Ostrand‐
Rosenberg, 2000). Imunogenost tumorja je pomemben prognostični dejavnik preživetja in 
prediktivni dejavnik odziva na zdravljenje, pri čemer je višja stopnja imunogenosti povezana 
z boljšim odzivom na terapijo (Spranger in sod., 2015). Tumorski modeli z različnimi 
stopnjami imunogenosti in različnimi mehanizmi, prek katerih vplivajo na imunogenost, 
nam ponudijo podlago za preučevanje učinkovitosti različnih terapij. 
 
Tumorsko krvno žilje je pomembno za njegovo rast. Tako kot za zdrave celice tudi za 
tumorske  predstavlja infrastrukturo, ki celice oskrbuje s kisikom in hranili ter odstranjuje 
odpadne produkte. Tumorske krvne žile niso enako zmožne kot krvne žile zdravega tkiva. 
Kot vidimo na slikah, so bolj neurejene, iz predhodnih raziskav pa vemo, da so tudi 
prepustnejše. Kljub temu da so okrnjene, zagotovijo tumorskim celicam vse potrebno za 
njihovo rast (Hui in Chen, 2015). Opazili smo, da so krvne žile dobro razvite v vseh 
tumorskih modelih; pri tem za razliko od predhodnih raziskav ne moremo trditi, da so v 
katerem tumorskem modelu bistveno gostejše (Mei in sod., 2016). Opazili smo, da so 
gostejše in večje krvne žile na robu tumorjev, pri tem po velikosti lumna izstopajo krvne žile 
tumorskega modela B16F10.  
 
Na slikah vidimo tudi povezavo med celicami, ki se delijo, in razporeditvijo krvnih žil. 
Delitve so pogostejše, kjer je tumor bolj ožiljen in s tem bolje oskrbovan s hranili. Opazili 
smo, da je tumorski model B16F10 močno podvržen celičnim delitvam, sledi MC38 in nato 
CT26 ter 4T1 z najmanj celičnimi delitvami. To je skladno s prejšnjimi raziskavami na 
Oddelku za eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana, iz katerih vemo, 
da je povprečni podvojitveni čas B16F10 1,16 dneva in je tako najhitreje rastoči tumor od 
uporabljenih tumorskih modelov, nato MC38 s povprečnim podvojitvenim časom 2,7 dneva, 
sledi CT26, katerega povprečni podvojitveni čas je 3,22 dneva, in 4T1 s povprečnim 
podvojitvenim časom 3,33 dneva.  
 
Pri tumorskih rezinah opazimo tudi območja nekroze, ki so lahko posledica slabe 
preskrbljenosti s hranili. Te so ravno tako pogostejše v tumorju B16F10. Območja nekroze 
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opazimo v predelih okoli območij celičnih delitev, ki so skopa s krvnimi žilami. Izrazito 
povezavo s krvnimi žilami vidimo v primeru celic CD8, ki skozi krvne žile vstopajo v tumor. 
 
  
Delač Žagar N. Karakterizacija mišjih tumorskih modelov z večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2020 60 
 
6. ZAKLJUČEK 
Z uporabo večbarvnega imunohistokemijskega barvanja v kombinaciji s konfokalno 
mikroskopijo smo pokazali, da je metoda primerna za opredelitev tumorskega mikrookolja. 
Protokol, ki smo ga postavili, je kljub nekaterim omejitvam zamrznjenih rezin veliko 
primernejši za uporabo na zamrznjenih rezinah kot na rezinah, vklopljenih v parafin. 
 
Pri večbarvni imunohistokemiji je pomembno, da smo pozorni pri izbiri primernih protiteles. 
Tu moramo upoštevati tkivo, ki ga uporabljamo, oz. način fiksacije ter da protitelesa 
uporabimo v primernih kombinacijah. Uporaba protiteles, pridobljenih po imunizaciji 
podobnih živali, lahko vodi do navzkrižne prepoznave pri uporabi sekundarnih protiteles, 
kot se lahko zgodi v primeru hkratne uporabe ovčjega in kozjega protitelesa. 
 
Na tumorskih modelih mišjega karcinoma debelega črevesja in danke CT26, mišjega 
karcinoma dojke 4T1, mišjega karcinoma debelega črevesja in danke MC38 ter mišjega 
melanoma B16F10 smo pokazali razporeditev in oblikovanost krvnih žil, pogostost celičnih 
delitev ter prisotnost celic CD4 in CD8, makrofagov in naravnih celic ubijalk. Pri tem smo 
dobili rezultate, skladne s predhodnimi raziskavami, ki so pokazale visoko stopnjo 
imunogenosti tumorskih modelov MC38 in CT26 ter nizko stopnjo imunogenosti 4T1 in 
B16F10 (Sow in sod., 2019; Yu in sod., 2018; Pulaski in Ostrand‐Rosenberg, 2000). Prav 
tako se naši rezultati ujemajo s predhodnimi raziskavami glede razporeditve krvnih žil po 
tumorski rezini, ki so gostejše in večje ob robu tumorja, in njihove velikosti, pri čemer so 
največje krvne žile vidne pri tumorskem modelu B16F10. Med različnimi tumorskimi 
modeli nismo opazili značilnih razlik v gostoti krvnih žil (Mei in sod., 2016). Celične delitve 
so najintenzivnejše pri tumorskem modelu B16F10, katerega podvojitveni čas je od vseh 
štirih tumorskih modelov najkrajši. Sledi tumorski model MC38, nato CT26 in nazadnje 4T1 
z najmanj celičnimi delitvami. 
 
Večbarvna imunohistokemija je uporabna metoda pri opazovanju tumorskega mikrookolja, 
ki jo lahko kot komplementarno drugim metodam uporabljamo tudi v raziskavah terapij raka 
za oceno učinkovitosti terapije. 
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